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1. Abstrakt   
Deoxyribonukleosidkinaser (dNK´er) katalyserer første fosforylering af deoxyribonukleosider 
til de respektive deoxyribonukleosidmonofosfater, der derefter fosforyleres videre til 
deoxynukleosidtripfosfater, som anvendes til DNA syntese. Dette gør dem essentielle ved 
reparation og dannelse af DNA. I pattedyr findes fire dNK’er, hvorimod insekter, som 
Drosophila melanogaster, kun har én multifunktionel dNK (DmdNK).  
I projektet undersøges dNK-indholdet i to andre arter, A. salina (rød saltsøkrebs) og H. 
gammarus (europæisk hummer), indenfor rækken Arthropoda og sammenlignes med kendte 
dNK´er. 
Med det formål at bestemme hvornår i A. salinas embryogenese dNK-aktiviteten er højest, 
måltes denne i inkuberede æg på forskellige tidspunkter i embryogenesen. Derved kunne det 
optimale tidspunkt for udtagning af æg til senere forsøg afgøres. Disse forsøg viste, at 
aktiviteten under embryogenesen var meget lav eller umålelig. Dette gjaldt også H. 
gammarus-æg. Den manglende aktivitet kunne indikere en lav koncentration af dNK eller 
muligvis forekomst af en dNK hæmmende aktivitet.   
Hæmmerforsøg viste tilstedeværelsen af en dNK-hæmmer i H. gammarus-æg og indikerede 
en dNK-hæmmer i A. salina-æg i de sene embryonale stadier.  
For at identificere hvilken eller hvilke dNK´er der findes i H. gammarus, udførtes 
ionbytningskromatografi med DEAE-søjle. Det var ud fra dette forsøg ikke muligt at 
bestemme, hvilke eller hvilken dNK H. gammarus besidder. 
Ud fra forsøgene konkluderes det, at der ikke er målelig aktivitet i hverken A. salina- eller H. 
gammarus-æg, men at der i H. gammarus forekommer en dNK hæmmende aktivitet. 
Yderligere indikerer forsøgene en hæmmende aktivitet i A. salina-æg i den sene 
embryogenese. 
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1.2 Abstract 
Deoxyribonucleoside kinases (dNK’s) catalyze the first phosphorylation of 
deoxyribonucleosides for the respective deoxyribonucleoside monophosphates, which are 
then phosphorylated into deoxyribonucleoside triphosphates that can be used in DNA 
synthesis. This makes them essential for repair and formation of DNA. Four dNK’s can be 
found i mammals, whereas insects like Drosophila melanogaster, only has one 
multifunctional dNK (DmdNK). 
This project examines the content of dNK in two other species, A. salina (brine shrimp) and 
H. gammarus (european lobster), from the phylum Arthropoda and compare them to known 
dNK’s. 
With the purpose of determining when in the embryogenesis of A. salina the dNK activity is 
the highest, the activity was measured in incubate eggs at different stages in the 
embryogenesis. By doing so the optimum time to collect the samples of eggs for later test 
could be decided. These test showed that the activity under the embryogenesis was very low 
or immeasurable. This was also the case with the H. gammarus egg. The lack of activity could 
indicate a low concetration of dNK or possibly the occurrence of an dNK inhibitive activity. 
Inhibitor tests revealed the presence of a dNK-inhibitor i eggs from H. gammarus and 
indicated a dNK-inhibitor in A. salina eggs in the latter embryonic states. 
To identify the dNK’s of H.gammarus, an anion-exchange chromatography using a DEAE-
column was conducted. It was not possible to determine which dNK H. gammarus had from 
this test. 
From the tests it can be concluded that there’s no measurable activity in eggs from either A. 
salina or H. gammarus, but that there in H. gammarus exists an dNK inhibitive activity. 
Furthermore the tests indicate an inhibitive activity in A. salina eggs in the latter embryonic 
states. 
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2. Forord 
Denne rapport er udarbejdet som 4. semesterprojekt på den Naturvidenskabelige 
Basisuddannelse ved Roskilde Universitetscenter og målgruppen er forskere og andre med 
direkte eller indirekte interesse i det fremkomne resultat. Som effekt heraf, vil der gennem 
rapporten, kun i nogen grad tages hensyn til læsere uden indgående baggrundsviden. 
 
Projektet er et eksperimentelt projekt der har til formål at undersøge 
deoxyribonukleosidkinaseindholdet i Crustacea.  
Det eksperimentelle arbejde er udført i Birgitte Munch-Petersens laboratorium på Roskilde 
Universitetscenter i perioden 01.02.07-25.05.07. 
  
Rapporten indledes med en beskrivelse af baggrundsstof der i korte træk omhandler dannelse 
af deoxyribonukleosidtrifosfater, deoxyribonukleosidkinaser, forsøgsorganismernes 
taksonomiske placering, samt deres fysiologi og embryogense. På baggrund heraf opstilles en 
hypotese.  
Der forefindes en liste over forkortelser forrest i rapporten og i appendiks findes logbogen 
over de eksperimentelle procedurer.  
Den benyttede litteratur er i denne rapport betegnet med forfatternavn og årstal.  
 
 
Tak til: Vores vejleder lektor Birgitte Munch-Petersen for inspiration og vejledning gennem 
hele forløbet, laboratorieoverassistent Marianne Lauridsen for assistance med det 
eksperimentelle arbejde, samt alle de fantastisk hjælpsomme personer vi har delt laboratorium 
med.  
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3. Forkortelser 
ADP: Adenosindifosfat 
AK: Adenosinkinase 
AMP: Adenosinmonofosfat 
AMS: Ammoniumsulfat 
ATP: Adenosintrifosfat 
CTP: Cytosintrifosfat 
dATP: Deoxyadenosintrifosfat 
dCK: Deoxycytidinkinase 
dCTP: Deoxycytosintrifosfat 
DEAE: Diethylaminoethyl. 
dGK:  Deoxyguanosinkinase 
DmdNK: Drosophila melanogaster deoxyribonukleosidkinase 
dNK: Deoxynukleosidkinase 
dNMP: Deoxynukleosidmonofosfat 
dNTP: Deoxyribonukleosidtrifosfat  
dTTP: Deoxythymidintrifosfat 
GMP: Guanosinmonofosfat 
GTP: Guanosintrifosfat 
IMP: Inosinmonofosfat 
NDP: Ribonukleosiddifosfat 
NDPK: Nukleosiddifosfatkinase 
NK: Nukleosidkinase 
NMP: Nukleosidmonofosfat 
NMPK: Nukleosidmonofosfatkinase 
PRPP: Fosforribosylpyrofosfat 
RNR: Ribonukleotidreduktase 
SMS: Streptomycinsulfat 
TK1: Thymidinkinase 1 
TK2: Thymidinkinase 2 
UCK: Uridin-cytosinkinase 
UMP: Uridinmonofosfat 
UTP: Uridintrifosfat 
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5. Indledning 
Deoxyribonukleosidkinaser (dNK´er) er universelle enzymer. I pattedyr og nogle vertebrater 
findes fire forskellige dNK´er: TK1, TK2, dCK og dGK med samme funktion, men 
varierende substratspecifitet. De fire dNK´er katalyserer overførslen af første fosfatgruppe til 
deoxyribonuklosider, så der dannes DNA-prekursorer til dannelse og reparation af DNA.     
Det blev for nylig opdaget, at bananfluen Drosophila melanogaster kun har én dNK, kaldet 
DmdNK. Denne kan katalysere fosforyleringen af alle fire deoxyribonukleosider, og varierer 
på dette punkt meget fra de kendte dNK´er fra pattedyr. [Johansson K. et al., 2001] 
Undersøgelsen af dNK-indholdet i Crustacea kan beskues fra to interessante synsvinkler. For 
det første kan dNK fra Crustacea muligvis benyttes medicinsk, hvilket dette projekt dog ikke 
har til formål at afdække. For det andet kan undersøgelsen af Crustaceas dNK/dNK´er være 
med til at underbygge det fylogenetiske træ, således at vi får en større forståelse af beslægtede 
arters oprindelse og udvikling. 
 
5.1 Problemformulering 
Hvilken eller hvilke deoxyribonukleosidkinaser findes i Crustacea’erne Artemia salina og 
Homarus gammarus, og ligner disse, de i forvejen identificerede deoxyribonukleosidkinaser?  
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Figur 1: Deoxyribonukleotid. 
Figuren viser deoxyribonukleotidernes opbygning. Til 
venstre ses de tre fosfatgrupper og til højre ses 
deoxyribose med en base der kan være Adenin, Guanin, 
Thymin eller Cytosin. 
Komponenter 
3 fosfatgrupper deoxyribose Base 
dNTP 
Adenin Deoxyadenosintrifosfat 
Guanin Deoxyguanosintrifosfat 
Thymin Deoxythymidintrifosfat 
 
  Cytidin Deoxycytidintrifosfat 
Tabel 1: dNTP´ernes komponenter. 
Tabellen viser de forskellige dNTP´ers tre komponeneter. Det ses at dNTP´erne indeholder 
tre fosfatgrupper, en deoxyribose og en af de fire baser. 
6. Baggrund 
Baggrundsafsnittet har til formål at belyse de molekylærbiologiske aspekter, der menes at 
have relevans for forståelse af problemfeltet. Desuden forefindes en beskrivelse af de valgte 
forsøgsorganismers taksonomiske placering, fysiologi og embryogenese.   
 
6.1.1 Deoxyribonukleosidtrifosfater 
DNA er opbygget af deoxyribonukleosidtrifosfater (dNTP’er) også kaldet 
deoxyribonukleotider, som benyttes både ved dannelse og reparation af DNA.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dNTP´erne består af tre dele: en base (Adenin, Guanin, Thymin eller Cytosin), en 
sukkeralkohol (deoxyribose) og tre fosfatgrupper. dNTP´erne kan således være 
deoxyadenosintrifosfat, deoxyguanosintrifosfat, deoxythymidintrifosfat, og 
deoxycytidintrifosfat (se figur 1 og tabel 1). 
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Figur 3: De to dNTP-biosyntetiske reaktionsveje 
Figuren viser de to dNTP-biosyntetiske reaktionsveje, de novo- (markeret med 
grønt) og salvagepathway (markeret medblåt), samt samarbejdet mellem disse. 
De mødes og forbindes når ribonukleosiddifosfater (NDP) reduceres af 
ribonukleotidreduktase (RNR) til deoxyribonukleosiddifosfater (dNDP). [Kosinska 
U. 2007] 
De fire baser opdeles i puriner og pyrimidiner (se figur 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.1.2 Dannelsen af dNTP’er 
I de fleste organismer findes to pathways til syntese af dNTP´er, de novo og salvage. Ved de 
novo dannes dNTP´erne fra uorganiske molekyler, hvilket er en energikrævende proces. Ved 
salvage pathway dannes dNTP´erne af deoxyribonukleosider fra nedbrudte celler eller fra 
føden. Dermed er cellens salvage pathway afhængig af tilførslen af deoxyribonukleosider, til 
gengæld er denne proces mere energibesparende [Erikson S. et al, 2002]. 
De to biosyntetiske reaktionsveje, salvage og de novo, mødes og forbindes når 
ribonukleosiddifosfater (NDP) reduceres af ribonukleotidreduktase (RNR) til 
deoxyribonukleosiddifosfater (dNDP). NDP dannes af små molekyler som eksempelvis 
glutamin, asparagin, aspartet, glycin, tetrahydrofolat derivater, fosforibosylpyrofosfat (PRPP), 
ammoniak og CO2 (se figur 3) [Kosinska U. 2007].  
 
 
 
 
 
 
 
 
                Puriner                               Pyrimidiner 
                      
Adenin            Guanin                    Thymin          Cytosin 
 
Figur 2: De fire baser inddeles i puriner og pyrimidiner. 
Puriner er opbygget af 2 sukkerringe og de mindre pyrimidiner af én.  
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6.1.3 De novo pathway 
Her beskrives de novo pathway for at give et mere fuldendt billede af dannelsen af 
deoxyribonukleotider. dNK’er indgår ikke som en del af de novo pathwayen og derfor er 
følgende beskrivelse heraf væsentlig mindre omfattende end beskrivelsen af salvage 
pathway’en.  
 
De novo biosyntese er syntesen af deoxyribonukleotider fra simple molekyler, såsom CO2, 
glukose eller aminosyrer, og kan inddeles i to pathways: pyrimidinnukleotidbiosyntesen og 
purinnukleotidbiosyntesen. 
Formålet med pyrimidinnukleotidbiosyntesen er at danne uridinmonofosfat (UMP), der 
fungerer som en prekursor for dannelsen af uridintrifosfat (UTP) og cytosintrifosfat (CTP), 
som begge er vigtige for syntesen af RNA. Desuden dannes dCTP og dTTP, der bruges i 
forbindelse med syntesen af DNA (se figur 4). 
 
  
RNA DNA
CdR
CMP
CTP
UTP UDP
UMP
OMP
Orotat
Dihydro-
orotat
CDP
Ureido-
succinat
Aspartat-
Carbamoyl-P
dUMP
dUDP
dTDP
dTMP
dTTP
cATPcGTP
dCTP
dCMP
dCDP
Uridin
Uracil
ß-Ureido-
propionate
ß-Alanin ·
 CO · NH2 3
CO · Glutamin2
Dihydro-
urac il
PRPP
CDP redukase 
UDP reductase
 
Figur 4: Purymidinnukleotidsyntesen  
Figuren viser forløbet fra CO2, glutamin, β-alanin og 
NH3, videre til UMP.  
Fra UMP til UTP, CTP og til RNA,  og fra UMP til 
dCTP, dTTP og til DNA [Weber  G. 2001]. 
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Formålet med purinnukleotidbiosyntesen er at danne inosinmonofosfat (IMP), fra hvilken 
adenosinmonofosfat (AMP) og guanosinmonofosfat (GMP) bliver dannet. AMP omdannes 
herefter til adenosindifosfat (ADP), der omdannes til ATP, som er energikilder og bruges 
under henholdsvist RNA- og DNA-produktionen. Ligeledes omdannes GMP til GTP eller 
dGTP afhængig af, om det er til RNA- eller DNA-syntese. Gældende for både puriner og 
pyrimidiner er, at trinnet hvori NDP bliver reduceret til dNDP, er essentielt i de novo 
syntesen. Vi finder hermed, at de fire dNTP´er reguleres på difosfatniveau. 
 
 
 
 
 
 
dATP ATP
dADP ADP
AMPAdenin
PRPP
SAMP
GTP dGTP
GDP dGDP
GuaninGMP
XMP
IMP
FAICAR
AICAR
SAICAR
Carboxy AIR
AIRP
FGAM
FGAR
GAR
PRA
PRPP
R-5-P
Ribonukleotid 
reduktase GMP
reduktase
Ribonukleotid 
reduktase
NAD+ NADHASP
GTP
+
Glu+AMP+PPl
Gln + ATP
RNA
DNA
PRPP
 
 
Figur 5: Purinnukleotidsyntesen  
På billedet ses forløbet fra R-5-P til IMP, videre til ADP og GDP. 
Herfra videre til dATP og ATP og dGTP og GTP. Og til sidst det 
dannede RNA og DNA [Weber G. 2001]. 
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6.1.4 Salvage pathway 
En anden rute til dannelsen af deoxyribonukleotider er, som tidligere beskrevet, salvage 
pathway, hvor deoxyribonukleosider fra føde eller nedbrudte celler bliver brugt til at opbygge 
deoxyribonukleotider. 
I salvage pathway bliver extracellulære deoxyribonukleosider transporteret over 
cellemembranen, via nogle specifikke carrierproteiner, hvorefter de indgår i tre 
fosforyleringstrin. I det første trin katalyseres fosforyleringen af deoxyribonuklosider og 
ribonukleosider af dNK´er og ribonukleosidkinaser. På grund af fosfatgruppens negative 
ladning, tilbageholdes deoxyribonukleosidmonofosfaten i cytoplasmaet, og forhindres dermed 
i at forlade cellen. Det næste trin katalyseres af nukleosidmonofosfatkinaser (NMPK) og det 
sidste trin katalyseres af nukleosiddifosfatkinaser (NDPK) [Kosinska U. 2007]. De tre 
fosforyleringstrin præsenteres i følgende afsnit, efterfulgt af en præsentation af dNK’er. 
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6.1.4.1 Første fosforylering i salvage pathway 
I første trin i salvage pathwayen påsættes den første fosfatgruppe på 5´-OH enden af 
deoxyribonukleosidet, således at der dannes deoxyribonukleosidmonofosfat. Denne 
fosforylering katalyseres af dNK’erne (se figur 6). Kinaserne, der indgår i salvage 
pathway’ens første fosforylering, vil blive beskrevet i afsnit 6.1.5. 
 
 
Figur 6: Den generelle reaktionsmekanisme for fosfatoverførsel, katalyseret af dNK´er. 
Figurserien illustrerer fosforyleringen af et deoxyribinukleosid. På tegningerne er: det aktive 
site på dNK´en (glutamin), deoxyribonukleosidet, og fosfatdonoren ATP. Mg2+ regulerer 
ligevægten for overgangsstadiet. 
 
a) Fosfatoverførslen initieres ved at glutamin deprotoniserer 5´-OH-gruppen på 
deoxyribonukleosidets ribose.  
 
b) Deoxyribonukleosidets 5´OH-gruppe er deprotoniseret og 5´-oxygen foretager et 
nukleofilt angreb på γ-fosforatomet i ATP-molekylet1.  
 
c) I ATP-molekylet brydes dobbeltbindingen mellem γ-fosforatomet og oxygen og der 
sker en ladningsforskydning. Dette stadie er et kortvarigt overgangsstadie.     
 
d) Pilene på figuren viser elektronens ”rejse” der ender hos β-fosfatet. Bindingen mellem 
β-fosfatgruppen og γ-fosfatgruppen brydes. Hermed frigives γ-fosfatgruppen til 
deoxyribonukleosidet og dobbeltbindingen i fosfatgruppen genetableres.    
 
e) Fosfatgruppen er overført til deoxyribonukleosidet der hermed er blevet til en dNMP. 
ATP har afgivet en fosfatgruppe og er omdannet til ADP. 
 
[Frit efter Egeblad og Welin 2007] 
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6.1.4.2 Anden fosforylering i salvage pathway 
Den næste fosforylering i salvage pathway katalyseres af monofosfatkinaser (NMPK). 
NMPK’er kan både fosforylere NMP’er og dNMP. Ligesom dNK’er er NMPK’er 
substratpecifikke. Efter anden fosforylering er der dannet dNDP´er [Kosinska U, 2007]. 
 
6.1.4.3 Tredje fosforylering i salvage pathway 
Fosforyleringen af deoxyribonukleosiddifosfater bliver katalyseret af nukleosiddifosfatkinaser 
(NDPK). Disse er ikke specifikke og fosforylerer både ribose, deoxyribosepuriner- og 
pyrimidiner. Efter tredje fosforylering er der dannet dNTP´er [Kosinska U, 2007]. 
 
6.1.5 Relevante deoxyribonukleosidkinaser og deres egenskaber 
I dette afsnit præsenteres de fire humane dNK´er (TK1, dCK, dGK og TK2), Drosophila 
melanogasters dNK(DmdNK) og herpes simplex virus type 1 thymidin kinase (HSV1-TK). 
3D strukturene er tilgængelige for alle disse dNK´er bortset fra TK2. 
 
Udfra deres aminosyresekvenser kan dNK´erne inddeles i tre grupper. TK1 udgør en gruppe 
for sig selv, dCK, dGK, TK2 samt DmdNK udgør en anden gruppe og nogle virale kinaser 
udgør en tredje gruppe.   
Fælles for alle dNK´erne er, at de katalyserer overførslen af en γ-fosfatgruppe fra en 
fosfatdonor til substratets 5 -hydroxylgruppe, således at deoxyribonukleosidet fosforyleres.   
Fosfatdonoren bindes ved enzymets p-loop1. Deoxyribonukleosidet, der fosforyleres, bindes 
ved et mindre fritliggende bindingssite på enzymet.  
Generelt virker en pågældende dNK´s produkt (dNTP´erne), som feedbackhæmmer. Disse 
produkter bindes i deoxyribonukleosid-bindingssitet på følgende måde: dNTP´ens base og 
deoxyribose bindes til nukleosid-bindingssitet og forhindrer substratet (deoxyribonukleosidet) 
i at bindes. Trifosfatdelen bindes til fosfatbindingsitet ved p-loopet [Welin M. et al., 2004]. 
                                                 
1
 P-loop (fosfat-bindende loop) er stedet hvor proteiner interagere med nukleosidernes fosfatgrupper.  
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DmdNK (EC 2.7.1.145): Drosophila 
melanogasters deoxyribonukleosidkinase 
findes formentligt både i cellekernen og i 
mitokondrierne. DmdNK er en 
multifunktionel dNK, der kan katalysere 
fosforyleringen af alle fire 
deoxyribonukleosider. Yderligere kan 
DmdNK katalysere fosforyleringen af 
mange nukleosidanaloger med høj 
effektivitet. 
Enzymet bruger hovedsageligt ATP som 
fosfatdonor.  
[Munch-Petersen B. et al., 2000]. 
 
DmdNK´s struktur er bestemt ved MAD-
metoden (multiple anomalous diffraction)2 
[Johansson K. et al., 2001].  
 
Enzymet består af en dimer. 
DmdNK´s substratbindingssit består af to 
helix par og en helix-låg struktur. DmdNK´s substratkløft er bredere end de humane kinasers, 
hvilket kan begrunde den brede substratspecificitet [Johansson K, et al., 2001].  
 
DmdNK er tæt beslægtet med TK2, men har strukturelt mange ligheder med dCK og dGK (se 
figur 7, 9, 10 og 11) [Johansson K, et al. 2001]. 
                                                 
2
 MAD benyttes til at bestemme makromolekylære strukturer, via røgnten-stråling af krystaller. 
Figur 7: DmdNK´s monomerstruktur 
Her ses DmdNK´s monomerstruktur med dC 
bundet (ball-and-stick-repræsentation). 
α–helixer er illustreret som bånd-spiraler og β–
sheets ses som pile. 
Sammenlignes med figur 3 ses at enzymets 
struktur ligner meget dCK´s og dGK´s struktur 
[Johansson K. et al.,2001]. 
 
RUC - 4.-semesterprojekt             
Gruppe 4 - Vejleder Birgitte Munch-Petersen  
 
 
               
 
Side 16 af 83 
 
 
TK1 (EC 2.7.1.21): Thymidin kinase 1 findes i 
cytosolet. Enzymet katalyserer overførslen af en 
fosfatgruppe til thymidin, men kan også 
fosforylere medicinsk vigtige nukleosidanaloger. 
Et eksempel herpå er anti-HIV-stoffet 3´-azido-
3´-deoxythymidin (AZT), der aktiveres af TK1 
ved fosforylering.  
Fosfatgruppen doneres hovedsageligt fra ATP og 
dATP, men også i små mængder fra andre 
fosfatdonorer. 
Udtrykkelsen af TK1 er cellecyklusspecifik, 
således at aktiviteten af enzymet er lav eller ikke 
eksisterende i ikke-delende celler. Når celledeling 
og hermed DNA-syntese påbegyndes, stiger 
aktiviteten.  
 
TK1 er blevet grundigt undersøgt. Enzymets struktur har været svært at bestemme, fordi det 
var vanskelig at krystallisere. Ved at trunkere3 C-terminalen for 40 aminosyrer lykkedes det at 
krystallisere det og bestemme dets struktur [Welin M. et al., 2004]. Dette kan ifølge Welin M. 
et al., (2004) skyldes, at disse 40 aminosyrer udgør en fleksibel struktur. 
 
TK1 forekommer som dimer4 eller homo-tetramer og dens overordnede struktur afviger 
betydeligt fra de andre pattedyr-kinasers struktur. Når det gælder de enkelte polypeptidkæder, 
adskiller TK1 sig også strukturmæssigt fra de andre dNK´er, da TK1-monomeren består af to 
domæner α /β-domænet og zink-domænet. Substratbindingssitet findes i en kløft mellem disse 
to domæner. Dette substratbindingsite er lille, hvilket udgør en del af forklaringen på 
enzymets snævre substratspecificitet [Welin M. et al., 2004]. 
α /β-domænet har en central seks-strenget β-sheet, omgivet af en lang α-helix og en fleksibel 
region, indeholdende et loop på den ene side og tre kortere helixer på den anden side. Til dette 
domæne bindes fosfatdonoren.  
                                                 
3
 Trunkere betyder at skære af. 
4
 En dimer er et molekyle, der består af to identiske polypeptidkæder (underenheder). Tetramerer består af fire 
underenheder. I homo-tetramere er alle underenheder identiske.  
Figur 8: TK1´s monomerstruktur  
Figuren viser TK1´s 
monomerstruktur. α–helixer er 
illustreret i form af snoede bånd og 
β–sheets ses som pile.  
α/β-domænet samt det 
substratbindende aktive site ses. 
Sidstnævnte ligger mellem α/β-
domænet og lasso ringen.[Welin M. 
2007] 
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Figur 9: Fylogenetisk slægtskab mellem nogle deoxyribonukleosidkinaser 
Figuren viser det fylogenetiske slægtskab mellem de fire humane dNK’er samt 
dmdNK og HSV1-TK.  
[modificeret efter Sandrini M.P. og Piskur J. 2005] 
Det andet domæne er et zinkdomæne, som indeholder et lassoloop der er karakteristisk for 
TK1 (se figur 8).  
 
De fundamentale strukturelle forskelle mellem TK1 og de andre pattedyrs-dNK´er indikerer 
forskelligt evolutionært ophav. Studier i de homologe forhold mellem dNK´er viser, at TK1´s 
opbygning i højere grad ligner bakterielle thymidinkinaser, end de tre andre dNK´er hos 
pattedyr (Se figur 9) [Sandrini M.P. og Piskur J. 2005], [Welin M. et al., 2004].  
 
I undersøgte vertebrater, mennesker, mus, hamstre og høns, findes en høj sekvenshomologi 
mellem TK1 og TK1-lignende enzymer.  
Der er fundet aminosyresekvenser homologe til human TK1´s aminosyresekvens i 
invertebraterne Caenorhabditis elegans (rundorm), Dictyostelium discoideum (slimsvamp) og 
planterne Oryza sativa (ris), Arabidopsis thaliana og mange bakterier, heriblandt Escherichia 
coli og Bacillus subtilis, samt diverse vira [Eriksson S. et al., 2002]. I C. elegans har man 
fundet sekvensen for TK1, som den eneste dNK.  
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Figur 10: dCK´s monomerstruktur  
 
Figuren viser dCK´s monomerstruktur 
med dC og ADP bundet (ball-and-stick-
repræsentation). α–helixer er illustreret 
som bånd-spiraler og β–sheets er 
illustreret som pile. 
[Sandrini M.P. og Piskur J. 2005] 
dCK (EC 2.7.1.74): Deoxycytosinkinasen 
findes i cytosolet. Enzymet katalyserer 
fosforyleringen af deoxycytidin, men er 
ligeledes i stand til at fosforylere både 
deoxyadenosin, og deoxyguanosin, dog kun i 
mindre grad. Yderligere katalyserer enzymet 
fosforyleringen af flere farmakologisk benyttede 
deoxyribonukleosidanaloger med antivirale eller 
cytostatiske funktioner [Erikson S. et al., 2002 ]. 
Den mest effektive fosfatdonor er ATP, men 
UTP benyttes også.  
 
Udtrykkelsen af dCK er vævsspecifik, hvilket 
vil sige, at aktiviteten varierer fra væv til væv. 
dCK menes at ændre konformation når 
substratet bindes til enzymet og have varierende 
substrataffinitet afhængigt af konformationen [Kierdaszuk B. et al, 1993]. 
 
dCK´s struktur er bestemt udfra krystalliseret dCK, og med dGK og DmdNK som 
modelstrukturer [Sabini E. et al., 2003]. 
 
dCK er et dimerisk enzym, opbygget af to identiske polypeptidkæder. De to 
monomerstrukturer består af 8-10 α-helixer, der omgiver et femstrenget β-sheet.  
Substratbindingssitet består af to helix-par og en helix-låg struktur. 
dCK’s aktive bindingssite ligger mellem α-helixerne (se figur 10).  
 
dCK´s substratspecificitet er næsten lige så bred som DmdNK´s, da den, som beskrevet, er i 
stand til at katalysere fosforyleringen af alle deoxyribonukleosiderne, med undtagelse af 
deoxythymidin. Disse to enzymer er i deres struktur og sammensætning meget lig hinanden 
(se figur 10 og 7) [Sandrini M.P. og Piskur J. 2005]. 
dCK har lille sekvenslighed med HSV1-TK og mere end 30% sekvenslighed med TK2 og 
dGK [Johansson K. et al., 2001].  
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Figur 11: dGK´s monomerstruktur 
Figuren viser dGK´s monomerstruktur 
med ATP bundet som 
feedbackhæmmer (ball-and-stick-
repræsentation). α–helix’er er illustreret 
som bånd-spiraler og β–sheets ses 
som pile. Sammenlignes med figur x 
kan det ses at dCK og dGK strukturelt 
har store ligheder.  
[Sandrini M.P. og Piskur J. 2005] 
 
dGK (EC 2.7.1.107): Deoxyguanosinkinasen findes i 
mitokondrierne. Enzymet katalyserer fosforyleringen 
af purindeoxyribonukleosider (deoxyadenosin og 
deoxyguanosin), samt flere antivirale og anticancer 
nukleosidanaloger.  
Fosfaten doneres hovedsageligt fra ATP og UTP, men 
også fra andre dNTP´er. ATP er den mest effektive 
fosfatdonor.  
 
Udtrykkelsen af dGK-genet er kontinuerlig gennem 
cellecyklus.  
 
dGK´s struktur blev fundet ved at bruge DmdNK- 
strukturen som model [Johansson K. et al.,  2001].  
 
dGK er en dimer bestående af to identiske monomere 
på hver 30 kDa. Hver monomer har et centralt fem-strenget β-sheet og 9 α-helixer [Erikson S. 
et al, 2002]. Substratet bindes mellem α-helixerne og substratbindingssitet består af to helix 
par og en helix-låg struktur.  
dGK er yderst substratspecifik for puriner, hvilket formegentlig skyldes aminosyren Arg 118, 
der leverer favorable hydrogenbindingsinteraktioner med disse [Johansson K. et al., 2001].  
 
dGK er fylogenetisk set tættere beslægtet med dCK end TK2, og har tilsvarende form og 
opbygning (se figur 9, 10 og11), til trods for at dGK og TK2 begge findes i mitokondrierne. 
Strukturelt og funktionelt set ligner dGK DmdNK mest [Johansson K. et al.,  2001].  
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TK2 (EC 2.7.1.21): Thymidinkinase 2 findes i mitokondrierne. Den katalyserer 
fosforyleringen af thymidin, samt deoxycytidin og deoxyuridin, med varierende effektivitet. 
Yderligere katalyserer TK2 fosforyleringen af flere medicinske nukleosidanaloger. 
deoxythymidin-analoger fosforyleres med forholdsvis lav effektivitet og deoxyuridin-analoger 
og deoxycytosin-analoger fosforyleres med lav effektivitet.  
ATP benyttes som primær fosfatdonor, men CTP er lige så effektiv.  
Udtrykkelsen af TK2-genet er kontinuerlig gennem cellecyklus, og vævsspecifik. 
Ved fosforyleringen af deoxythymidin gælder negativ kooperativitet, hvilket betyder at 
enzymets affinitet for substratet aftager, når substratkoncentrationen stiger [Erikson S. et al, 
2002]. Ved fosforyleringen af deoxycytosin og deoxyuridin gælder det, at dTTP og dCTP 
fungerer som hæmmere.   
 
Strukturen af TK2 er endnu ikke kendt, da den har vist sig svær at bestemme. Dette kan 
skyldes, at enzymet kan have fleksible dele. TK2 har mere end 40% sekvenslighed med 
DmdNK, hvilket gør, at DmdNK kan benyttes som model til at bestemme strukturen af TK2. 
DmdNK katalyserer fosforyleringen af alle fire deoxyribonukleosider, men 
pyrimidensubstraterne med højere effektivitet. Det kan være grunden til den høje lighed 
mellem DmdNK og TK2´s aktive site [Erikson S. et al, 2002].  
 
TK2 ligner strukturelt dGK og dCK og har sit aktive site samme sted, mellem de to α-helixer, 
men er dog fylogenetisk set tættest beslægtet med DmdNK (Se figur 9). 
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HSV1-TK (EC 2.7.1.21): Herpes simplex virus 
type 1 thymidin kinase (HSV1-TK) er som 
navnet antyder, thymidinkinasen i herpes 
simplex virusen.  
Ud over thymidin og deoxycytidin katalyserer 
HSV1-TK fosforyleringen af en række 
medicinske substrater, såsom deoxyguanosin 
analogen acyclovir (Zovir), der benyttes til 
behandlingen af herpes. Acyclovir skal 
aktiveres ved fosforylering, og er derfor kun 
giftigt for de celler hvor HSV1-TK er til stede, 
idet human TK1 ikke kan fosforylere acyclovir. 
HSV1-TK benyttes desuden i ”suicide gene 
therapy” i et forsøg på at kurere kræft. 
 
 
HSV1-TK er den første 
deoxyribonukleosidkinase, hvis 3D-struktur er 
blevet bestemt. 
 
HSV1-TK har under 10% aminosyrehomologi med dGK og DmdNK, og er større end disse, 
men besidder alligevel den samme foldning [Johansosn  K. et. al, 2001].  
Strukturelt er der stor lighed mellem det indre af HSV1-TK, og dGK og DmdNK. dGK og 
DmdNK adskiller sig dog blandt andet ved, at besidde et ekstra domæne samt en ekstra α-
helix [Johansson K, et al., 2001] 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 12: HSV1-TK´s monomerstruktur 
På figuren ses HSV1-TK´s 
monomerstruktur med bundet ADP og 
dTMP (ball-and-stick-repræsentation). α–
helixer er illustreret som bånd-spiraler og 
β–sheets ses som pile. 
Herpes simplex virus type 1 thymidin er 
thymidinkinasen i herpes simplex virusen.  
[Erikson S. et al., 2002]. 
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Figur 13: Taksonomisk oversigt over nogle af de arter der er undersøgt, samt de arter 
der undersøges i denne rapport. 
Figuren er ikke fyldestgørende, men viser den fylogenetiske sammenhængen mellem nogle 
af de arter, vist dNK´er der er undersøgt. Desuden ses arterne der undersøges i denne 
rapport (understreget). 
 
6.2 Forsøgsorganismerne 
6.2.1 Fylogeni 
Indholdet af dNK´er er, indenfor dyreriget, undersøgt i flere organismer. 
Afsnittets opbygning følger den taksonomiske oversigt der ses på figur 13. Således 
indskrænkes fokus løbende og afslutningsvist fokuseres på arterne, hvis dNK´er undersøges i 
denne rapport (H. gammarus og A. salina).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Indenfor Chordata er det, som tidligere beskrevet, kendt, hvilke dNK´er bl.a. Homo sapiens 
sapiens, Gallus gallus (høns) og Salmonidae gairdnerii (laks), besidder.  
Indenfor Arthropoda er, bl.a. D. melanogaster (bananfluer), Bombyx mori (silkeorme) og 
Anopheles gambiae (myg), alle tilhørende Insecta, dNK’erne kendt.  
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Figur 14: Evolutionær udvikling af dyrerigets 
mest mangfoldige rækker.  
Figuren viser hvordan dyrerigets mest mangfoldige 
rækker menes, at have forgrenet sig gennem 
evolutionen. Udviklingen af nye taxa fra samme 
stamfader er markeret med . 
Det ses at Chordata og Arthropoda er forholdsvis tæt 
beslægtet idet de nedstammer fra en fælles 
stamfader [Internet 6]. 
 
Animalia (Dyreriget) 
Rækkerne Chordata og Arthropoda 
er forholdsvis tæt beslægtet, idet de 
sammen med Echinodermata, 
Annelida og Mollusca, nedstammer 
fra en fælles stamfader (se figur 14).  
 
Arthropoda (Leddyr) er den række 
i dyreriget, der indeholder flest 
forskellige arter og omfatter bl.a. 
underrækkerne  
Diplopoda (Tusindben), Chilopoda 
(Skolopendre), Arachnida 
(Spindlere), Crustacea (Krebsdyr) 
og Insecta (Insekter). 
 
 
 
 
 
 
Crustacea og insecta er blandt de i alt seks underrækker, der tilhører den monofyletiske5 
gruppe Mandibulata. Gruppen er karakteriseret ved tilstedeværelsen af særlige munddele, 
kaldet mandibler, heraf navnet mandibulata. På grundlag af dette og yderligere morfologiske 
fællestræk, samt molekylærbiologiske undersøgelser, menes de to underrækker, Insecta og 
Crustacea, at have fælles stamfar, hvilket er illustreret på figur 15.  
 
 
 
                                                 
5
 En monofyletisk gruppe omfatter den seneste fælles stamfader for alle gruppens medlemmer og alle deres 
efterkommere. 
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Figur 15: Cladogram for underrækken Insecta og klasser af underrækken Crustacea, der er  
medlemmer af gruppen Mandibulata.  
Cladogrammet viser det formodede evolutionære slægtskab mellem nogle Mandibulata. Fælles for 
alle Mandibulata er de modificerede munddele der kaldes mandiblerne. Insecta og Crustacea 
formodes at være nedstammet fra en fælles stamfader [Modificeret fra Hickman C.P. et al., 2005]. 
 
Crustacea  
Der findes over 67.000 beskrevne arter indenfor underrækken Crustacea. Crustacea adskiller 
sig fra andre Arthropoda ved, at deres ydre skelet er kalkholdigt og danner en skal. Det er 
denne skal, der har givet underrækken dens navn (Latin: Crusta, skal). Størstedelen af 
Crustacea lever i marine miljøer, mens en mindre del lever i ferskvand og meget få er 
terrestriske eller semi-terrestriske. Crustacea er ligeså udbredte i marine miljøer som insekter 
er i terrestriske miljøer, og kaldes derfor ”havets insekter”. Crustacea inddeles i følgende 
klasser: Remipedia, Cephalocarida, Maxillopoda, Branchiopoda og Malacostraca. 
 
 
I denne rapport arbejdes med en art fra hver af de to sidstnævnte klasser. Fra Malacostraca 
(storkrebs) undersøges hummeren H. gammarus. og fra Branchiopoda (gældefødder) 
undersøges A. salina.  
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6.2.2 Fysiologi -Artemia salina og Homarus gammarus 
6.2.2.1 Artemia salina 
A. salina (rødlig saltsøkrebs) måler mellem 8 og 16mm (se 
figur 16) [Flössner D. 1972]. Den lever udelukkende i 
saltholdigt vand og er til at finde over hele verdenen i saltsøer, 
kystlaguner og indre farvande.  
 
Voksne A. salina lægger op til 300 æg hver fjerde dag. Hunnen 
bærer disse i sine ovarier, som er placeret i abdomen6. Æggene 
udvikler sig til fritsvømmende nauplii7, som hunnen derefter 
frigiver direkte i vandsøjlen. 
Bliver A. salina udsat for ekstreme forhold, f.eks. svindende vandstand, udvikler hunnerne 
diapauseæg (metabolisk inaktive æg), som har en tykkere skal end normale æg. Disse 
udvikles ikke i abdomen, men frigives i vandet som æg. Når forholdene igen bliver favorable, 
vender de tilbage til normal udvikling.  
 
Gældende for både almindelige æg og diapauseæg er, at efter klækning følger nauplii-stadiet, 
som er efterfulgt af et subvoksent stadie. Herefter udvikler A. salina sig til voksenstadiet. 
Udviklingen fra nauplii til voksen tager 8-14 dage, afhængigt af temperaturen (se figur 17). 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
                                                 
6
 Bagkroppen 
7
 Larvestadium hos Crustacea 
 
Figur 16: Artemia salina 
Figuren viser en 
fuldvoksen A. salina hun 
[Internet 7]. 
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Figur 17: A. Salinas livscyklus 
 
På figuren er de to forskellige typer udvikling (levende fødsel 
og æglægning) afbilledet. I voksenstadiet kan hannerne og 
hunnerne kendes fra hinanden, da hannen har udviklet tænger 
foran på hovedet, mens hunnen har en udbuling af abdomen 
hvori ovarierne befinder sig [Internet 8]. 
Egenskaben til at lægge 
diaspauseæg gør, at A. salina 
er yderst velegnet som 
fiskefoder til fiskeyngel, da 
disse æg kan tørres og 
opbevares uden vand i 
længere tid. Når æggene skal 
bruges, kan de forholdsvis 
enkelt klækkes i saltvand, der 
konstant iltes [Lavens P. 
1996].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.2.2 Homarus gammarus 
Den europæiske hummer H. gammarus 
måler mellem 23 og 50 cm og vejer lidt 
over 0.5 kg. Den er blåsort og kan i nogle 
tilfælde være grønlig (se figur 18). H. 
gammarus lever langs kyster, fra 
Nordvestnorge til syd for Marokko, ved 
klipper og stenrev på dybder ned mellem 0 
og 150m. [NLBIF, 2007]. Den spiser om 
natten, og dens føde består af ådsler, 
bunddyr og nogle gange andre hummere.  
Figur 18: Homarus gammarus 
Figuren viser en H. gammarus [Internet 5]. 
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H. gammarus vokser ved ecdysis8, hvor exoskelettet skiftes (se figur 19).  
På det første leveår skifter den exoskelet omkring 6 gange, hvorefter denne skiftes årligt. 
Levetid er omkring 15 år og H. gammarus bliver kønsmoden, når den er omkring 6-7 år 
[Norden, 2007]. Parringen finder sted sidst på sommeren, efter de har skiftet skal. Sæden 
overføres til spermatekerne9 hos hunnen og efter æglægningen bærer hunnen æggene på sig i 
10-11 mdr. 
                                                 
8
 skalskifte 
9
 sædlommer 
 
Figur 19: H. Gammarus’ livscyklus.  
H. Gammarus hunnen bærer sine æg på sig i 10-11 mdr., før æggene lægges. Herefter klækker 
æggene til nauplius. I første stadie udvikles den første skal, og ecdysis finder sted mellem hvert 
af de fire stadier. I det fjerde stadie er H. gammarus færdigudviklet, og herefter sker ecdysis kun 
for at forøge størrelsen [Internet 9]. 
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6.3 Embryogenese 
Embryogenesen er den tidligste udvikling af det befrugtede æg. Processen er relevant for 
projektet, da vi udfra denne viden kan vurdere, hvornår DNA-syntesen i 
forsøgsorganismernes æg er højest og dermed også hvornår dNK-aktiviteten formodes at være 
højest.   
Overordnet set foregår udviklingen efter samme procedure i næsten alle dyr, men 
embryogenesen varierer en del [Alberts B. et al., 2002]. Insectas embryogenese adskiller sig 
fra andre dyrs, ved gentagene kernedelinger uden celledelinger, hvormed der dannes et 
syncytium. Embryogenesen hos Crustacea er endnu ikke undersøgt tilstrækkeligt og derfor 
benyttes en beskrivelse af Insectas embryogenese, med D. melanogaster som modeldyr. Dette 
finder vi forsvarligt, idet det må formodes at DNA-syntesen og hermed dNK-aktiviteten 
varierer på samme måde gennem embryogenesen.  
6.3.1 Drosophila melanogasters embryogenese 
Umiddelbart efter befrugtning deles cellekernen mitotisk, uden der forekommer celledelinger. 
Antallet af kerne-delinger varierer blandt de forskellige arter. Hos D. melanogaster er antallet 
af kerne-delinger 13. De første ni kerne-delinger, foregår hurtigt og der dannes en sky af 
kerner i syncytum (se figur 20b). Hovedparten af kernerne migrerer til overfladen og danner 
et cellelag, der kun er en cellelag tykt, kaldet syncytial blastoderm (se figur 20c). Herefter 
følger yderligere fire kerne-delinger. Plasmamembranen vokser indad fra æggets overflade og 
indkapsler kernerne, således at der dannes celler med cellemembraner. Hovedparten af disse 
celler er somatiske celler. Hermed er det syncytial blastoderm omdannet til cellulært 
blastoderm10 bestående af omkring 6000 celler (se figur 20d). Ca 15 af cellekernerne i æggets 
posteriorer ende bliver til kønsceller (kimceller).   
Herefter foregår celledelinger på normal vis, dvs. med deling af cellekerne og cellemembran, 
og med langt lavere hastighed [Alberts B, et al., 2002]. 
 
 
 
 
 
 
                                                 
10
 cellelag der former en matrix om et væskefyldt hulrum 
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I blastodermens hulrum dannes æggeblommen, der giver styrke og næring til cellerne, og som 
senere giver ophav til embryoets legeme. Når hulrummet er fyldt med blomme begynder 
gastrulationen hvor tarmen dannes. Hos nogle arter synker celler fra cellelaget indad, og 
danner en sæk, hvorimod der hos andre arter, som D. melanogaster, sker det at legemet 
vokser uden om blommen. Under gastrulation danner cellerne fra kimlaget celler, der hver 
især koder for opbygningen af et specifikt organ. Herudfra begynder udviklingen af 
embryonets legeme [Gillot C, 2005]. 
 
Herefter begynder legemet at blive segmenteret. Specialiserede celler med samme funktion 
samles og forskellige væv og organer begynder at dannes i følgende rækkefølge: tarmen, det 
centrale nervesystem, hjertet, muskelvæv mm. Når dette er dannet, er embryoets legeme 
næsten fuldt udviklet.  
 
I det senere embryonale stadie er legemet næsten fuldt udviklet. Embryoet indtager resten af 
blommen og gør sig klar til klækning. Her bruges ikke særlig meget energi, da denne gemmes 
til selve klækningen [Gillot C, 2005]. 
 
 
 
Figur 20: Udvikling af Drosophila-æg fra befrugtning til blastoderm 
 
Figurene er skematiserede. a) Ægget er befrugtet. B) Kernen deler sig, uden at cellen deler sig 
og dannes et syncytium med mange kerner. c) Kernene migrerer til siderne og dannelsen af 
cellemembraner påbegyndes. d) Kernene omkranses af plasmamembraner og cellulær 
blastoderm dannes, e) Kimlag dannes [Kilde: Alberts B. et al., 2002]. 
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Figur 21: TK aktivitet under udvikling af D. melanogaster 
 
På figuren ses at TK aktiviteten er højest tidligt i D. Melanogasters udvikling. [Munch-
Pedersen B.] 
 
 
Forsøg udført på D. melanogaster har vist at TK aktivitet er højest på tidlige stadium i 
embryogenesen (Se figur 21). Dette stemmer overens med at der, som beskrevet, i den tidlige 
embryogenese finder mange kernedelinger sted på kort tid, der må betyde at der hastigt 
syntetiseres DNA.  
På baggrund heraf forventes det, at dNK-aktiviteten er højest i den tidlige del af 
embryogenesen.  
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7. Hypotese 
- Det formodes at enzymaktiviteten varierer gennem embryogenesen og er højest tidligt i 
embryoets udvikling.  
- Ydermere forventes det, at Crustaceas  deoxyribonukleosidkinase(r) i højere grad ligner 
insectas ene deoxyribonukleosidkinase end Mammalias fire.  
På baggrund af ovenstående vil der udelukkende blive udført forsøg med thymidin som 
substrat til måling af kinaseaktivitet, da det forventes at Crustaceas ene enzym kan fosforylere 
alle deoxyribonukleosider, og dermed også thymidin. 
Vi vil, vha. laboratoriearbejde, forsøge at be- eller afkræfte disse hypoteser 
 
8. Metode   
I dette projekt måles enzymaktivitet under embryogenesen i A. salina og H. gammarus, 
hvorefter det undersøges hvilken/hvilke deoxyribonukleosidkinase(r) disse besidder.  
 
Da vi ønsker at måle på det embryonale stadie med den formodede højeste dNK-aktivitet, 
foretages målinger af dNK-aktiviten på æg på forskellige tidspunkter under embryogenesen. 
Hermed bestemmes på hvilket stadie dNK-aktiviteten er højest og på hvilket stadie der 
efterfølgende bør måles på, ved forsøg på identifikation af den specifikke dNK. Desuden 
bestemmes den passende kvantitet af organisk materiale, der skal benyttes til 
enzymprofileringsforsøgene. I dette afsnit beskrives principperne bag forsøgene, samt en 
forsøgsudførsel. Vedrørende H. gammarus, er det ikke muligt at benytte æg med varierende 
alder, eftersom disse tages direkte fra en levende hun, og aldersbestemmelse derfor ikke har 
været mulig.  
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8.1 Forberedelser inden forsøg påbegyndes.  
A. salina købes som tørrede æg i en dyrehandel. Æggene inkuberes ved 35°C i autoklaveret 
havvand (30ppt) og iltes med en akvariepumpe. Til udvalgte tidspunkter udtages en passende 
del af æggene (1,2,3,4,5,6,7,8,16,24 timer). Via filtrering fjernes hovedparten af vandet fra 
æggene og resten fjernes med pipette efter centrifugering ved 5000G i 5 minutter. Æggene 
fryses straks ved 80°C. H. Gammarus med æg kan erhverves hos en fiskehandler.  
 
Forud for måling af dNK-aktivitet i æg fra A. salina og H. Gammarus adskilles æggeskaller 
mm. fra proteinerne, hvilket gøres ved homogenisering og centrifugering.   
 
8.1.1 Homogenisering 
A. salina-æggene homogeniseres med pistil i eppendorfrør på følgende måde: I eppendorfrør 
placeres ca. 1 ml substrat (A. salina-æg) og 50 µL homogeniseringsbuffer (se opskrift i 
appendiks). Der stampes med pistil i eppendorfrøret, til der er dannet en homogen masse. 
Den homogene masse centrifugeres 1 gang ved 5000 RPM i 5 minutter og supernatanten 
udtages. Supernatanten centrifugeres ydermere 1 gang ved 20.000 RPM i 15 minutter, og af 
denne udtages den tilbageværende supernatant, som anvendes til de egentlige målinger. Efter 
endt udtagning fryses supernatanten ved -80°C indtil brug. 
 
Til homogenisering af H. gammarus-æg benyttes en morter, hvori æggene moses sammen med 
homogeniserings buffer og løbende tilsat flydende nitrogen, indtil en homogen masse er 
dannet. Den homogene masse centrifugeres ved 5000 RPM i 5 minutter, og samme procedure 
som ved centrifugering af A. salina-æggene gentages for æggene fra H. gammarus. 
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Figur 22: Anion udvekslingspapir 
Figuren viser filterpapirerne med 
dobbeltbestemmelser for hver tidsprøve samt og 
standarder placeret systematisk på sølvpapir. 
 
8.2 Forsøgoversigt og gennemgang 
 
8.2.1 Bestemmelse af thymidinkinaseaktivitet ved hjælp af radio-assay. 
Til bestemmelse af thymidin kinase aktivitet i Crustacea-æg blev der benyttet et radio-assay. 
Det pågældende enzym tilføres et radioaktivt mærket substrat, hvorved det produkt enzymet 
danner ligeledes bliver radioaktivt. Efter adskillelse af produkt og substrat kan mængden af 
det radioaktive produkt måles vha. væske scintillations tælling, og dermed kan aktiviteten af 
enzymet ligeledes bestemmes.   
Det ønskes at måle aktiviteten af A. salinas og H. gammarus dNK, der, som tidligere 
beskrevet, forventes at kunne katalysere fosforyleringen af thymidin. Ved at anvende et 
substrat bestående af thymidin mærket med tritrium (3H) på den 5 metylgruppe (3H-dThd), 
kan der efterfølgende måles på fosforyleret thymidin og hermed aktiviteten af dNK  
[Munch-Petersen B. 1993].  
 
Reaktionen startes ved, at de to substrater 3H-dThd og ATP i en bufferopløsning med Mg2+ 
som kofaktor (denne blanding kaldes assaymix) blandes med en passende mængde af kinasen 
(dNK) (se opskrift i appendiks). 
Der overføres en mængde kinase-opløsning og assaymix til et reagensglas, afhængigt af 
assay-designet. Ved mere end ét reagensglas med enzym, kan fortløbende blandinger af 
assaymix og kinasefortynding med fordel følge et forudbestemt tidsskema, eksempelvis 20 sek. 
mellem hver prøve. Der udføres dobbeltbestemmelse, og standarder udtages tilfældigt.  
 
Efter reaktionen er sat i gang, udtages 
i henhold til tidsskema, 10 µL 
blanding fra reagensglassene og 
overføres til små filtre af anion-
udvekslingspapir (DE-81), der på 
forhånd er mærket i henhold til figur 
22. DE-81 filterpapiret er positivt 
ladet og binder det fosforylerede 
thymidin (3H-TMP), mens det ikke 
fosforylerede thymidin efterfølgende 
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kan vaskes af. De, på figuren anførte, tidsintervaller mellem hver udtagning er kun 
vejledende, og det kan være nødvendigt med helt andre tidsintervaller for andre kinaser. Efter 
endt udtagning af tidsprøver udtages 4 standarder med 5µL på hvert filter og det noteres 
hvilke standarder der er fra hvilke reagensglas. Standardfiltrene overføres straks efter 
udtagning til de dertil egnede scintillationsrør, da standarderne ikke skal vaskes.  
 
Filterpapirene vaskes efter tørring i ca. 15 minutter. Filtrene placeres i et stort 
plastbægerglas og den ufosforylerede 3H-thymidin fjernes ved at vaske 3 gange i 400mL 5 
mM ammoniumformiat under omrystning i fem minutter. Derefter vaskes filtrene 5 minutter i 
400mL demineraliseret vand ligeledes under omrystning. De vaskede filterpapirer sorteres og 
overføres til forhåndsmærkede scintillationsrør. Scintillationsrørene skal mærkes tilsvarende 
filterpapirene, der lægges i. Der tilføres 0,5 ml TMP-elueringsvæske11, og dernæst omrystes 
prøverne i 25-30 minutter på et omrørings bord. Der tilføres 2.5 ml scintillationsvæske i alle 
rør og låg sættes på.  Scintillationsrørene sættes nu i dertil egnede stativer i følgende 
rækkefølge: standarderne først, og herefter 1A, 1B, 1C, 1D, 2A osv., og sættes i scintillations 
counteren, der måler den bundne mængde af 3H-TMP ved liquid scintillation counting.  
 
8.2.2 Enzymhæmmerforsøg vha. radio-assay  
Såfremt det er nødvendigt at undersøge, hvorvidt det undersøgte materiale indeholder en 
enzymhæmmer, kan et enzymhæmmerforsøg foretages. 
Til et enzymhæmmerforsøg benyttes en ren DmdNKC∆20 som reference enzym. C∆20 
henviser til DmdNK’s manglende 20 aminosyrer i C-terminalen. Såfremt der er en negativ 
difference i aktiviteten mellem en ren DmdNK og en blanding af DmdNK og substratet, der 
ønskes undersøgt, kan det konkluderes, at substratet indeholder en enzymhæmmer. Det er 
vigtigt at koncentrationen af DmdNK er den samme, som for den rene DmdNK og blandingen 
med substratet. 
 
Der fremstilles assay-mix, homogeniseringsbuffer og enzymfortyndingsbuffer (se opskrifter i 
appendiks). En ren DmdNK c20 fortyndes 10.000 gange med enzymfortyndingsbuffer. 
Derefter blandes den fortyndede DmdNK c20 med enzymfortyndingsbuffer, DmdNK c20 med 
                                                 
11
 TMP-elueringsvæske (0,2 M KCl i 0,1 M HCl) – Sørger for at eluere 3H-TMP’et fra Anion-udvekslings 
papiret. 
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homogeniseringsbuffer, samt DmdNK c20 med substrat, der ønskes undersøgt for 
enzymhæmmer, herefter følger proceduren for radio-assay test (se 8.2.1). 
 
8.2.3 Udsaltning med Streptomycinsulfat (SMS) og Ammoniumsulfat (AMS) 
Når proteiner ønskes adskilt fra DNA og RNA, anvendes en udsaltning med 
streptomycinsulfat (SMS), da denne metode fjerner de stærkt ladede nukleinsyrer. 
Udsaltningen anvendes direkte på den ubehandlede supernatant. Herefter kan proteiner 
adskilles ved tilsætning af ammoniumsulfat (AMS), som også har en stabiliserende effekt på 
mange proteiner. 
Udsaltning er en uspecifik separationsmetode hvorved lavmolekylære forbindelser, og en del 
proteiner, frasorteres ved hjælp af fældning, idet forskellige proteiner har forskellig 
opløsningsgrad i saltopløsninger.    
Thymidinkinaserne ufældes ved en AMS koncentration på 55-65 %. Udsaltning foretages 
sekventielt, dvs. at proteinerne udskilles i sekvenser, for til sidst at efterlade et bundfald med 
de ønskede proteiner [Munch-Petersen B. 1993]. 
 
SMS 
Først laves 5ml 10% Streptomycinsulfat. Homogenaten tilsættes derefter i små mængder over 
10 minutter under magnetomrøring. Efter endt tilsætning omrøres yderligere i 20 min. 
Slutkoncentrationen heri er 0,7%, og der centrifugeres ved 8000 RPM i 20 min ved 4°C.  
 
AMS 
Supernatanten fra SMS hældes op i et måleglas, uden bundfaldet hvirvles op.  
Volumen måles og tilsvarende mængde ammoniumsulfat tilsættes. Først fældes den til 20%, 
AMS og mængden beregnes, efter et fremlagt skema, til 1,628 g. ammoniumsulfat til 14,8 ml 
supernatant. Derefter fældes til 60 % AMS med 13,8 ml. supernatant og 4,14 g. 
ammoniumsulfat, beregnet efter skema, og blandingen omrøres samtidig med magnet i 10 
min. Efter AMS er tilsat omrøres i yderligere 20 min. Herefter centrifugeres ved 8000 RPM i 
20 min ved 4°C. Supernatanten tages fra og bundfaldet fryses ved 80°C 
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8.2.4 Afsaltning ved G-25 molekylevægts separation 
Efter oprensningen af enzymer med AMS, er det nødvendigt at fjerne saltmolekylerne, da 
disse kan påvirke enzymaktiviteten, og ydermere forhindre absorption af proteinet til andre 
kromatografiske materialer såsom DEAE, der indgår som et vigtig led senere i processen.  
Afsaltningen foregår ved, at man lader væsken, der indeholder de proteiner man ønsker 
separeret, passerer gennem en søjle pakket med G-25. G-25 er et hvidt pulver bestående af en 
masse små kugler, perforeret af huller. Hullerne er så små, at de mindre saltmolekyler kan 
komme ind, mens de større proteinmolekyler løber uden om. Det betyder, at det tager længere 
tid for de små saltmolekyler at løbe 
igennem søjlen end for de store 
proteinmolekyler, og på den måde 
kan de adskilles [Munch-Petersen 
B. 1993]. 
 
8.2.5 DEAE 
ionbytningskromatografi 
Ved ionbytningskromatografi 
adskilles molekylerne efter 
ladning. Proteinernes ladning 
afhænger af 
aminosyresammensætningen og 
omgivelsernes pH. Proteinerne har 
et isoelektrisk punkt Pi hvor 
nettoladningen er 0. Pi ligger ved 
en bestemt pH, hvilket er specifikt 
for hvert protein.  
Da Pi er pH-afhængig vil ændring 
af pH, ændre proteinets 
nettoladning. Ved pH under Pi 
stiger den positive nettoladning og 
ved pH over Pi stiger den negative 
nettoladning (se figur 23).  
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DEAE gelsøjlen æ ndres til pH 7,0
 
Figur 23: DEAE ionbytningskromatografi 
1: Opløsningen med enzymerne hældes i gelsøjle med 
pH 7.4. proteinerne med Pi under pH 7.4 vil være positivt 
ladede og løbe gennem søjlen (de røde). Proteiner med 
Pi over pH 7.4 vil være negativt ladede og binde sig til 
søjlen (de grønne). 
2: Gelsøjlens pH ændres til pH 7,0. Det betyder at de 
grønne proteinerne nettoladning ændres til positiv da pH 
ændre til lavere pH end der hvor deres Pi  ligger. De nu 
positive proteiner frigives fra søjlen og kan opsamles. 
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I og med at søjlen er positivt ladet, vil proteiner med en positiv ladning løbe gennem søjlen, 
hvorefter de opsamles, mens negativt ladede proteiner vil bindes i søjlen.  
Når de bundne proteiner ønskes frigivet, ændres pH i søjlen, derved skifter proteinernes 
nettoladning til positiv og deres bindinger brydes.  
En anden måde at udvaske proteinerne er ved hjælp af ændring af saltkoncentrationen. Når 
der tilsættes salt til søjlen går det ind og konkurrerer med de bindinger, der er mellem 
proteinerne og søjlematerialet, og proteinerne frigives. Herefter kan de løbe igennem søjlen 
og opsamles.  
 
Der laves 4A buffer til DEAE ionbytningskromatografi (se opskrift i appendiks). Derefter 
forberedes en søjle med DEAE-sepharose fast flow gel-pulver, til pakning af kolonnen. Der 
hældes vand igennem søjlen og det sikres, at der ikke er luftbobler heri. Derefter fyldes vand 
til 40 ml, vandstanden markeres på søjlerøret og nu kan 50 ml DEAE søjlematerialet hældes i 
den lodrette søjle, hvor det vil pakke sig. Overfladen må aldrig blive tør, men 
væskeoverfladen skal næsten nå gel-matrix’et foroven. Dernæst tilsættes lidt buffer på toppen 
af gelen. Søjlen er nu klar til brug.  
Ionstyrken i bufferen og prøven måles og tilpasses ved at fortynde prøven med en 
fortyndingsbuffer (se opskrift i appendiks). Herefter forbindes bufferen til søjlen fra et løftet 
bægerglas med en slange, således at bufferen langsomt kan dryppe ned i søjlen. 
 
Inden proteinerne tilsættes, udtages et INPUT, som skal bruges som reference. Proteinerne 
tilsættes søjlen og bufferen lades løbe gennem gelen, indtil proteinerne når bunden af søjlen. 
Den opsamlede mængde væske, svarende til volumen af den påsatte buffer, opsamles og 
markeres som SET fraktion. Herefter opsamles 12 fraktioner på 10 ml. Sidste fraktion 
(fraktionsvask 13) opsamles dagen efter, idet søjlen har stået natten over ved 4 C. Dette er 
dog ikke den normale procedure. Normalt opsamles alle vaske- og elueringsfraktioner samme 
dag. 
 
Dernæst laves buffere med og uden KCl til måling af gradient (se opskrift appendiks). Med 
den samme metode som beskrevet ovenfor, forbindes disse to buffere nu til søjlen med en 
slange. Herefter opsamles elueringsfraktioner (10 ml). 
På alle de opsamlede fraktionernes bestemmes ionstyrken ved måling af ledningsevnen.   
Vaske- og elueringsfraktionerne fryses derefter ved -80°C.  
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På alle udtaget prøver måles proteinindhold med Bradford-analyse. Denne er en del af den 
gængse procedure for at kontrollere hvorvidt oprensningen af enzymerne er tilstrækkelig.  
En lille mængde prøve udtages og Bradford reagens tilsættes.  Når proteinerne binder sig til 
Coomassie Brilliant Blue i Bradford reagenset, ændres dens farve fra rød til blå og fra 
farvestyrken findes de rigtige fortyndinger til proteinmålingen. Herefter kommes 100µl 
fortynding samt 900 µl Bradford reagens i en kuvette, og protein indholdet måles i et 
spektrofotometer [Munch-Petersen B. 1993].  
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Enzymaktivitet 8 t. (d. 26/04-2007)
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Figur 24: Figuren viser enzymaktiviteten i 8 t. A. salina-æg. som det ses på 
figuren er aktiviteten relativt lav, og ∆CPM tilsvarrende lav.  
9. Præsentation af resultater 
9.1 Kinaseaktivitet 
Vi fik ingen brugbare resultater mht. hvornår kinaseaktiviteten var højest i den del af 
embryogenesen der blev målt på. Disse forsøg viste generel lav aktivitet (se figur 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
9.2 Kinaseindholdet 
Målinger af aktivitet på fraktionerne fra DEAE-søjlen gav ingen brugbare resultater mht. 
identificering af dNK. Figur 25, viser et eksemple på de lave counts.  
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Figur 25: Figuren viser grafen for de 24 fraktioner, som det ses er der stort set ingen aktivitet 
i målingerne, og heller ingen punkter der ligger markant højere end de andre. Og de blev 
vurderet til ikke at være brugbare. 
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9.3 Hæmmer 
Den hæmmende effekt af A. salina-æg efter 1, 7 og 16 timers udvikling samt æg fra H. 
gammarus blev undersøgt. Resultaterne for disse vil blive præsenteret på de følgende sider. 
Forsøget blev foretaget som dobbeltbestemmelse, dvs. der er 2 sæt grafer og resultater for 
henholdsvis A. salina 1, 7 og 16 timer og 2 resultater for H. gammarus. Kun det ene sæt 
grafer er præsenteret her, det andet vil være at finde i appendiks.  
Ud fra hæmmerforsøget kunne vi påvise tilstedeværelsen af en hæmmer. Desuden viste 
resultaterne at der i A. salina tidlige embryogenese var dNK-aktivitet.  
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DmDNK + 1t. A. salina
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DmdNK + 7t. A. salina
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DmdNK + 16t. A. salina
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DmdNK + H. Gammarus
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DmDNK + H. Gammarus 
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Figur 26: Graferne viser enzymaktiviteten som funktion af tiden. Fra øverste højre hjørne mod venstre 
ses ren DmdNK, DmdNK tilsat 1t. A. salina, DmdNK tilsat 7t. A. salina , DmdNK tilsat 16t. A. salina og 
til sidst en DmdNK tilsat 16t. A. salina, hvor skalaen på y-aksen er gjort mindre for bedre at vise 
stigningnen i aktivitet. Graferne repræsenterer de målinger, der er opnået, mens den stiplede linie 
viser regressionslinien. På graferne ses samtidig ligningen for den respektive regressionslinie (y = αx 
+ β) hvor α er hældningskoefficienten 
 
RUC - 4.-semesterprojekt             
Gruppe 4 - Vejleder Birgitte Munch-Petersen  
 
 
               
 
Side 42 af 83 
 
9.3.1 A. salina 
Af de opnåede resultater i forbindelse med hæmmerforsøg på A. salina-æg er udvalgte grafer 
præsenteret her, de resterende kan ses i appendiks. 
Grafen for ren DmdNK viser en stigning på 2115,5 cpm. Hvis stigningen i aktivitet for 
DmdNK tilsat 1 t. A. salina-æg (2879,1 CPM) og 7 t. A. salina-æg (2162,8 CPM) 
sammenlignes med dette, ses det at den er højere for både 1 t. og 7 t.. Dvs. der omsættes mere 
substrat i de forsøg, hvor der er tilsat 1 t. og 7 t. A. salina-æg. Forskellen mellem ren DmdNK 
og 1 t. A. salina-æg er langt større end forskellen mellem ren DmdNK og 7 t. A. salina-æg. 
Denne stigning i substratomsætningen kan tyde på, at det 1 t. og 7 t. A. salina-enzymekstrakt, 
der tilsættes, i sig selv må indeholde dNK. 
Hvis stigningen i enzymaktivitet for ren DmdNK derimod sammenlignes med 16 t. A. salina-
æg, ses det, at stigningen i enzymaktiviten er væsentligt lavere, 934,5 cpm i forhold til 2115,5 
cpm. Det virker her som om, der er noget i det tilsatte 16 t. A. salina-enzymekstrakt der 
hæmmer enzymaktiviteten. Dette billede kan man tydeligere se på diagrammet over den 
procentvise afvigelse i aktivitet fra ren DmdNK (se figur 27). 
 
9.3.2 H. gammarus  
Sammenlignes stigningen i enzymaktivitet for forsøget tilsat H. Gammarus-enzymekstrakt 
med ren DmdNK, ses det, at den ligger på 119,4 cpm i forhold 2115,5, hvilket er betydelig 
lavere. Dette tyder på, at der, ligesom i 16 t. A. salina-enzymekstraktet, er en komponent, der 
hæmmer enzymaktiviteten, men i langt højere grad.  
RUC - 4.-semesterprojekt             
Gruppe 4 - Vejleder Birgitte Munch-Petersen  
 
 
               
 
Side 43 af 83 
 
 
På figur 27 ses det tydeligt, hvordan de 4 forsøg, tilsat henholdsvis 1 t. A. salina-, 7 t. A. 
salina-, 16 t. A. salina-, og H gammarus-enzymekstrakt, afviger fra referenceforsøget, med 
ren DmdNK. Det ses, at stigningen i aktivitet for forsøget tilsat 1 og 7 t. A. salina, er 
henholdsvis 40,55 % og 5,58 % højere end den er for forsøget med ren DmdNK, mens der er 
et fald på 54,38 % for forsøget tilsat 16 t A. salina enzymekstrakt.  
Derudover ses det, at faldet i enzymaktivitet forsøget tilsat H. gammarus enzymekstrakt er 
hele 96,13 %.  
Procentvis afvigelse fra ren DmdNK
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Figur 27: På diagrammet ses den procentvise afvigelse af enzymaktivitet for DmdNK tilsat A. 
salina 1 t., A. salina 7 t., A. salina 16 t., og H. gammarus i forhold til referenceforsøget. 
Aktiviteten af ren DmdNK er reference-værdien og er derfor sat til 0%. Værdierne er for den ene 
halvdel af dobbeltbestemmelserne. 
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Figur 28 viser den procentvise afvigelse fra ren DmdNK for de resterende resultater, og som 
man kan se, tegner der sig det samme billede for A. salina, faldet er dog ikke så markant som 
for resultaterne på figur 29. For H. gammarus ses hæmningen tydeligere. 
 
Procentvis afvigelse fra DmdNK 
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Figur 28: På diagrammet ses den procentvise afvigelse af enzymaktivitet for DmdNK tilsat A. 
salina 1 t., A. salina 7 t., A. salina 16 t., og H. gammarus i forhold til referenceforsøget. 
Aktiviteten af ren DmdNK er reference-værdien og er derfor sat til 0%. Værdierne er for den 
anden halvdel af dobbeltbestemmelserne. 
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10. Resultatbehandling 
Resultater, der opnås ved et radio-assay, kan bruges til at bestemme mængden af 
prøvemateriale, i vores tilfælde hvor mange æg der skal bruges, for at have tilstrækkeligt 
enzymekstrakt. Derudover kan de hjælpe os med at bestemme, hvornår aktiviteten i A. salina 
er højest, og dermed hvornår æggene skal ”høstes”. 
 
Følgende eksempel på resultatbehandling er udført på målinger foretaget i forbindelse med 
hæmmerforsøget fra d. 21-05-2007. De resultater, der bruges i beregningerne, er for  
D. melanogaster tilsat enzymfortyndingsbuffer. Liquid scintillation counteren er styret af en 
computer og når tællingen er færdig gemmes resultaterne i et excel-ark som dette. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RUN INFORMATION:
================
Counting protocol no: 41                                  Mon 21-May-2007 17:39
Name: 3H-BMP
CPM normalization protocol no: 41
COLUMNS:
========
SAMPLE POS CPM1
Unk_1 A01 41554
Unk_2 A02 44764
Unk_3 A03 41175
Unk_4 A04 34997
Unk_5 A05 45134
Unk_6 A06 42867
Unk_7 B01 58130
Unk_8 B02 44006
Unk_9 B03 37452
Unk_10 B04 39025
Unk_11 B05 39294
Unk_12 B06 40106
Figur 29: Udsnit af målinger  
Her ses et udsnit af målinger for hæmmerforsøget fra d. 21-05-2007. Kolonnen 
”Sample” indeholder  prøvenummerene, kolonnen ”Pos” angiver prøvernes position, 
kolonnen ”CPM1” viser antallet af counts. De viste counts er for standarderne.  Se 
appendiks for komplet skema. 
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10.1 Udregning af ∆CPM 
Først laves en graf for hver måling. Graferne er opbygget med de fire tidsprøver ud af x-
aksen, mens antallet af counts i CPM (counts pr. minut) ses op af y-aksen. Den blå linie 
repræsenterer de målinger, der er opnået og den sorte stiplede linie er regressionslinien.  
Det vi er interesseret i er regressionsliniens hældningskoefficient ∆CPM (cpm/min). 
På graferne ses ligningen for den respektive regressionslinie:  
y = αx + β   
Hvor α = ∆CPM 
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Figur 30: eksempel på graf  
Her ses et eksempel på en af de 6 grafer over hæmmerforsøøget. I 
dette tilfælde er ∆CPM = 2115,6 cpm/min. 
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10.2 Udregning af [nmol/min/ml] 
a) Standardmålingerne bruges her til at udregne cpm/pmol:  
3Hdt tilsat i 25 µl = 250 [pmol]  
der udtages 5 µl pr. prøve, hvilket vil sige, at der pr. prøve er: 
  
pmoll
l
pmol 505
25
250
≈⋅ µ
µ
  
 
Vi fik 12 standardmålinger og gennemsnittet af disse var 47423,88 [cpm].  
Dvs. vi får: 
 
 
148,948
50
88,47423
−
⋅≈ pmolcpm
pmol
cpm
 
 
b) Udregningen til [pmol/min/µl]  
Her skal ∆CPM (2115,6 [cpm/min]) bruges. 
For at omregne cpm til pmol skal ∆cpm divideres med den mængde enzym, der kommes på 1 
stykke DE-81. I hvert reagensglas var der 25 µl opløsning (15 µl reaktionsmix + 10 µl enzym) 
og på hvert stykke DE-81 kom vi 10 µl af denne opløsning dvs. at der blev sat 4 µl enzym på 
hvert stykke DE-81. Herefter skal der divideres med de 948,48 [cpm/pmol] vi fandt før. 
Dvs. vi får: 
 
11111
1
1
5576,0min5576,0min5576,0
48,9480,4
min6,2115
−−−−−
−
−
⋅=⋅⋅=⋅⋅≈
⋅⋅
⋅
mlulmnmollpmol
pmolcpml
cpm µ
µ
 
For nu at få det virkelige antal units pr. ml ufortyndet enzym skal vi gange med 
fortyndingsfaktoren, i dette tilfælde er den 10.000, og vi får den specifikke aktivitet til at 
være:  
 
 
131 5576,0100005576,0 −− ⋅=⋅⋅ mluEmlu  
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11. Fejlkilder og usikkerheder 
I dette afsnit behandles de fejlkilder og usikkerheder, der kan have spillet ind på resultaterne. 
Der er bl.a. en række menneskelige fejl, der kan have indflydelse, såsom at 
laboratoriegangene blev kørt over en turnusordning, og de samme personer derfor ikke var i 
laboratoriet til hver gang. 
Pippeteringerne kan være lidt forskellige fra assay til assay, da de blev udført af forskellige 
personer, ydermere kan der have været enkelte dårligt udførte pippeteringer. Dette er dog så 
lille en fejlmargin, at det formentlig ikke har givet udslag i resultaterne. Regnefejl kan også 
have spillet ind. 
Ved ionbytningskromatografien, lod vi søjlen stå natten over mellem udtag af vaske-
fraktionerne og udtag af eluerings-fraktionerne. Dette kan have haft negativ indvirkning på 
forsøget, da enzymerne er skrøbelige og let denaturerer. Det kan derfor tænkes, at dNK’erne 
er blevet ødelagt, mens forsøget har stået natten over, og det er grunden til den manglende 
dNK-aktivitet. 
 
Forsøgsmaterialet har ikke været optimalt. Ved H. gammarus var det ikke været muligt at 
bestemme æggenes embryonale stadie, og det kan derfor bidrage til den manglende 
enzymaktivitet. Det er endvidere muligt, at der kan være begået fejl under homogeniseringen, 
mht. at æggene ikke har været knust godt nok, eller at de evt. har været udsat for, for høje 
temperaturer.   
Ved A. salina var det heller ikke muligt at bestemme æggenes embryonale stadie. Æggene er 
købt tørrede, og tiden siden æglægningen kendes ikke. Det er heller ikke sikkert, at alle 
æggene har befundet sig på samme udviklingsstadie, hvilket kan bidrage med usikkerheder i 
vores resultater. 
 
I afsaltningsproceduren forvoldte H. gammarus’s æggene problemer i AMS, hvor der blev 
dannet en viskøs masse, det ikke var muligt at oprense. Dette må skyldes at AMS’en har 
reageret med organisk materiale fra æggene.  
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12. Diskussion 
Der er ikke fundet et endegyldigt svar på problemformuleringen. Det var ønsket, at bestemme 
hvilke dNK/dNK’er der findes i Crustacea, med brug af Artemia salina og Homarus 
gammarus som repræsentanter. Formåle var, at den fundne dNK i Crustacea skulle 
sammenlignes med kendte dNK’er fra D. melanogaster og Mammalia, og hermed belyse 
slægtskab mht. deres enzymkinaser. Det var forventet, at Crustacea-dNK er tæt beslægtet med 
DmdNK, men pga. vores begrænsede forsøgsperiode, blev forsøgene, der kunne belyse dette 
spørgsmål, ikke fuldført. Grundlaget for problemformuleringen var den manglende viden 
omkring dNK i Crustacea, og den manglende viden omkring dNK´s variation eller ensartethed 
i arter indenfor samme række.  
Det er fastlagt, at en given dNK kan være mere lig dNK´er fra organismer i andre rækker, end 
andre dNK´er fra samme organisme. Et eksempel herpå er human TK1, der, fylogenetisk set, 
er tættere beslægtet med HSV1-TK, end med de andre humane kinaser [Sandrini M.P. og 
Piskur J., 2005]. At belyse dNK-indholdet i Crustacea ville være endnu en brik i puslespillet, 
der kan udbygge vores forståelse af organismers diversifikation, set fra et molekylærbiologisk 
perspektiv. 
 
For at forklare hvorfor det ikke var muligt at besvare problemformuleringen, gennem de 
opstillede forsøg, er det nødvendigt at beskue de individuelle forsøg og forsøgenes præmisser 
i projektforløbet.  
 
Bestemmelse af dNK-aktivitet i æg gennem embryogenesen:  
Indledningsvist var det ønsket at blotlægge tidsrammen, hvori dNK-aktiviteten var størst i A. 
salina-æg. Vi havde allerede i dette forsøg problemer med at måle aktivitet. Årsagen til dette 
kan være, at der blev brugt tørrede æg og dermed var tiden siden æglægning ikke kendt. 
Dermed var den fastsatte inkubationstid kun et mål for alderen på æggene siden tørringen. 
Ideelt set burde der være brugt frisklagte æg fra A. salina, således at alderen var kendt. 
Dermed ville et mere præcist mål for alderen på æggene, med den højeste aktivitet, være 
opnået. Derved kunne æg, med den mest optimale alder mht. enzymaktivitet, bruges til 
måling af dNK-aktivitet. Ved brug af frisklagte æg kunne forsøget optimeres. 
Samme problem gjorde sig gældende for H. gammarus-æg. Ved udtagning af æggene fra 
hummeren, havde vi ingen mulighed for at bestemme disses alder, hvilken kunne være op til 
11 måneder. Forsøg udført på D. melanogaster viste at aktiviteten af dNK markant højere i 
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den tidlige embryogenese, og dette er formentligt også gældende for Crustacea. Der bør 
benyttes frisklagte æg, således der kan måles på æg i den tidlige embryogenese, hvilket 
nødvendiggør kontrol af æglægning for H. gammarus, inden aktivitetsforsøg på æggene kan 
udføres. 
Gældende for både A. salina-æg og H. gammarus-æg var, at der ikke blev målt nogen dNK-
aktivitet trods gentagne forsøg.  
 
Hæmmerforsøg: 
I henhold til ovenstående problem blev det vurderet, at en enzym-hæmmer muligvis kunne 
være årsagen til den lave aktivitet.   
Det blev gennem hæmmerforsøgene fastslået, at der er en dNK-hæmmer i H. gammarus-æg. 
Ydermere indikerede forsøgene, at der i A. salina-æg, inkuberet i 16 timer, kunne være en 
hæmmer. I hæmmerforsøgene blev en ren DmdNK blandet med enzymerne fra de to typer æg, 
og aktiviteten blev sammenlignet med aktiviteten i ren DmdNK. Der viste sig at forekomme 
en hæmmende aktivitet i H. gammarus-æg, der i høj grad forhidrede DmdNK´ i at katalyserer 
fosforyleringen af thymidin (96,13% mindre aktivitet end i ren DmdNK). 16 timers A. salina-
æg viste ligeledes at indeholde en hæmmer der kunne standse DmdNK´s evne til at katalysere 
foforyleringen af thymidin (54.38% mindre aktivitet end i ren DmdNK). 
  
Ovenstående gav en klar forståelse af hvorfor, der ikke var aktivitet at finde i æg fra H. 
gammarus og i 16-timers æg fra A. salina.  Det blev endnu mere uklart hvorfor, der ikke var 
aktivitet at finde i æggene med kortere inkubation efter hæmmer-forsøgene. Der blev i 
hæmmer-forsøgene fundet indikation af en højere aktivitet i de prøver hvori DmdNK og dNK 
fra A. salina 1 timers æg var blandet sammen (40,55% mere aktivitet end i ren DmdNK). Den 
højere aktivitet antydede, at der måtte være en dNK-aktivitet i A. salina-æggene, der sås som 
en addition til aktiviteten fra DmdNK. 
 
Ionbytningskromatografi: 
Sideløbende med hæmmerforsøgene blev der udført ionbytningskromatografi med DEAE 
søjle på H. gammarus-æg. Trods den fundne hæmmer burde det alligevel være muligt, at 
bestemme tilstedeværelsen af en dNK, såfremt dNK’en kan separeres fra hæmmeren. 
  
RUC - 4.-semesterprojekt             
Gruppe 4 - Vejleder Birgitte Munch-Petersen  
 
 
               
 
Side 51 af 83 
 
Saltkoncentrationen, hvorved Crustacea dNK/dNK’erne elueres, sammenlignes med 
koncentrationerne hvor DmdNK og Mammalia dNK udskilles. Herved dannes baggrund for et 
resultat til besvarelse af problemformuleringen. Det forventede resultat fra de udførte assays 
på fraktionerne fra DEAE-søjlen var, at en eller flere fraktioner havde højere aktivitet end de 
andre. Fraktionen/fraktionerne med den høje aktivtet ville indholde den/de dNK’er, der 
katalyserer fosforylering af thymidin.  
Der var ingen fraktion/fraktioner med markant højere aktivitet, og dermed kunne en dNK i H. 
gammarus ikke identificeres.  
 
Der er flere mulige årsager til det manglende resultat fra ionbytningskromatografien. Det skal 
indledningsvist siges, at pga. tidsnød blev der aldrig foretaget replikation af forsøget. Der kan 
være foregået en procedurefejl, der har indvirket på resultatet, som kunne være undgået i en 
eventuel replikation. En anden mulighed er at al dNK-aktivitet var ophørt fordi æggene 
befandt sig på så sent i embryogenesen og det dermed ikke var muligt at måle den. Tredje 
mulighed er, at den føromtalte hæmmer ikke var separeret fra dNK´en gennem 
fraktioneringen, og dermed stadig har haft indvirkning på enzymet. 
 
For H. gammarus-æg er det interessant at reflekterer over de mulige forhold æggene er 
underlagt, i den sene embryogenese.  
Forholder det sig således, at indholdet af dNK er højt, men at det ikke er muligt gennem 
ionbytningskromatografi at separere hæmmeren fra dNK´erne, og betyder dette at organismer 
bibeholder et højt indhold af dNK gennem hele deres livscyklus? 
Det kan muligvis også forholde sig således at hæmmeren og dNK kun er til stede sammen i en 
overgangsfase, hvorefter dNK indholdet langsomt bliver mindre eftersom, der ikke længere er 
brug for den samme aktivitet som i de tidlige embryonale stadier. 
Begge de ovenstående muligheder kan forklare vores manglende resultater i 
ionbytningskromatografien. Forsøg, der kan belyse ovenstående problemstilling, vil blive 
gennemgået i perspektiveringen.  
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13. Konklusion 
Det har ikke været muligt at identificere dNK’en/dNK’erne i Crustaceaerne i H. gammarus og 
A. salina. Det kan dog konkluderes, at der forekommer en dNK-hæmmende aktivitet i H. 
gammarus-æg i den sene embryogenese. Derudover er der en stærk indikation af, at A.salina-
æg, ligeledes er en dNKhæmmende aktivitet i den sene embryogenese. 
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14. Perspektivering 
For at belyse spørgsmålene om Crustaceas dNK-indhold er det nødvendigt med en ny 
forsøgsopstilling. Indledningsvist skal det benyttede materiale kunne aldersbestemmes, og der 
skal forelægge muligheden for at udtage materiale med en helt specifik alder således at der 
ikke forekommer hæmmende aktivitet i æggene, og samtidig indeholder en høj dNK-aktivitet. 
Herefter burde det, via ionbytningskromatografi, være muligt at bestemme den/de 
saltkoncentrationer hvorved den/de fundne dNK’er elueres, og sammenligne disse med 
saltkoncentrationer hvorved de i forvejen Mammalia- og D. melanogaster-dNK elueres. 
 
I diskussionen blev der præsenteret en problemstilling vedrørende hæmmer og dNK-aktivitet i 
de sene embryonale stadier. 
For det første skal en undersøgelse af separation af hæmmer og dNK i foretages.  
Dette kan fx gøres ved at foretage hæmmerforsøg med DmdNK på hver enkelt fraktioner fra 
DEAE-søjlen. Dvs. at der laves assays på DmdNK tilsat hverenkelt fraktionerne, med ren 
DmdNK som referensce. Såfremt der er markant lavere aktivitet i en af fraktionerne, er det 
den der indeholder en hæmmer.  
 
Trods den manglende identifikation af H. gammarus og A. salinas dNK-indhold, har projektet 
alligevel kastet lys over nogle mekanismer i salvage pathway. Navnlig opdagelsen af den 
dNK-hæmmende aktivtet kan give grobund for fremtidige studier. Disse studier kan have til 
formål at lave uddybende undersøgelser af dNK-hæmmeren, og dens funktion i organismen. 
Disse undersøgelser kan blandt andet besvare spørgsmål om, hvornår i en organismes 
livscyklus hæmmerkoncentrationen er størst, og hermed også om koncentrationen af denne er 
aftagende gennem livscyklus. Ligeledes kan man forestille sig utallige forsøg med tilsætning 
af hæmmer i den tidlige embryogenese, eller fjernelse af hæmmer i den sene embryogenese, 
for herefter at undersøge effekten af disse ændringer. Medicinsk kan hæmmeren muligvis 
også have interesse. Man kan forestille sig at et enzym, der hæmmer salvage pathway i celler 
kan bruges i kampen mod kræft og lignende. 
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Figur 20: Udvikling af Drosophila-æg fra befrugtning til blastoderm 
Alberts, B. et al. (2002) Molecular biology of the cell. 4th  edition. Garland Science. New 
York  
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Figur 5: Purinnukleotidsyntesen 
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Figur 9: Fylogenetisk slægtskab mellem nogle doxyribonukleosidkinaser. 
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RUC - 4.-semesterprojekt             
Gruppe 4 - Vejleder Birgitte Munch-Petersen  
 
 
               
 
Side 58 af 83 
 
 
16. Apendiks 
16.1 Opskrifter: 
 
Homogeniseringsbuffer til assay: 
20 mM K-Phosphat pH 7.5   
5 mM DTT    
50 mM NaF    
5 mM Benzamidine  
0.5 mM PMSF    
50 mM E-aminocapronsyre   
0.1% triton (husk at bruge tritonspids)  
Sucrose 
 
Assay-mix:   µl/prøve   
10x MIX:   5   
BSA (60 mg/ml):  2.5   
NaF (0.15 M):   1   
CHAPS (25 mM):  1   
3H- 500 µM 3.6 Ci/mmol:  1   
H2O:   29.5 
 
Enzymfortyndingsbuffer: 
50mM 1M Tris pH 7.5  
1mM CHAPS 
60 mg/ml 3mg/ml BSA 
5mM 1M MgCl2 
H2O for resten 
 
Gradientbuffer uden KCl (4A): 
20mM Tris-HCl pH 7.5 (20EC) 
5mM MgCl2 
10% Glycerol 
2mM DTT 
0.5 mM CHAPS 
 
Gradientbuffer med KCl (4B): 
20mM Tris-HCl pH 7.5 (20EC) 
5mM MgCl2 
10% Glycerol 
2mM DTT 
0.5 mM CHAPS 
0.5 M KCl 
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16.2 Kemikalieliste: 
 
Listen giver et overblik over de brugte kemikalier samt hvor de kan købes. 
 
 
 CAS-nummer Levarandør Kemikalienummer 
AMS 7783-20-2 Sigma A-4418 
Benzamidine 1670-14-0 Sigma B-6506 
BSA 9048-46-8 Sigma A-9647 
CHAPS 75621-03-3 Sigma C-3023 
DTT 3483-12-3 Sigma D-0632 
ε-aminocapronsyre 60-32-2 Sigma A-2504 
Glycerol 56-81-5 Merck 1.04094.2500 
KCl 7447-40-7 Sigma P-9541 
K-fosfat 7778-77-0 Merck 1.04873.1000 
MgCl2 7786-30-3 Sigma M-2670 
NaF 7681-49-4 Sigma S-1504 
PMSF 329-98-6 Sigma P-7626 
Sucrose 57-50-1 Sigma S-9378 
Tris 77-86-1 Sigma T-1503 
Triton 9002-93-1 Sigma X-100 
3H- Thymidine 50-89-5 PerkinElmer NET027X005MC 
Coomassie Brilliant 
blue 
6104-58-1 Sigma B-0770 
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16.3 Logbog Gruppe 4: 
 
19/3 – 2007:Der laves homogenisering på en prøve med tørrede æg, der ikke har været under dyrkning. 
Homogenisering: 
• Der laves en buffer ud fra følgende opskrift (udregninger ses nedenfor):  
 
Homogeniseringsbuffer til 10 ml: 
20 mM K-Phosphat pH 7.5  200µl 
5 mM DTT   50 µl 
50 mM NaF   100µl 
5 mM Benzamidine   50 µl 
0.5 mM PMSF   100 µl 
50 mM E-aminocapronsyre  500 µl 
0.1% triton (husk at bruge tritonspids)  33 µl 
Sucrose    0.856g 
 
Udregninger: 
 
20 mM K-Phosphat pH 7.5: 
beregning: (ønsket konc/stock konc) * total ml = (20 mM/1M) * 1 ml = 0.02 ml, dvs. 0.2 ml til 10 ml. 
 
5 mM DDT: 
beregning: (ønsket konc/stock konc) * total ml = (5 mM/1M) * 1 ml = 0.005 ml, dvs. 0.05 ml til 10 ml. 
 
50 mM NaF: 
beregning: (ønsket konc/stock konc) * total ml = (50 mM/0.5M) * 1 ml = 0.01 ml, dvs. 0.1 ml til 10 ml. 
 
5 mM Benzamidine: 
beregning: (ønsket konc/stock konc) * total ml = (5 mM/1M) * 1 ml = 0.005 ml, dvs. 0.05 ml til 10 ml. 
 
0.5 mM PMFS: 
beregning: (ønsket konc/stock konc) * total ml = (0.5 mM/50mM) * 1 ml = 0.01 ml, dvs. 0.1 ml til 10 ml. 
 
50mM E-aminocapronsyre: 
beregning: (ønsket konc/stock konc) * total ml = (50 mM/1M) * 1 ml = 0.05 ml, dvs. 0.5 ml til 10. 
 
0.1% Triton x-100 (30%): 
vil have 0.1% af 1 ml, dvs: (0.1/30) * 10 ml = 0.033 ml 
 
Sucrose: 
n = c*v   0,25 * 0,01 = 0,0025 mol 
m = n * M  0,0025 mol * 0,01L = 0,8557 ~ 0,856 g til 10 ml.  
 
Fremgangsmåde for homogenisering: 
• Vi maser æggene i en morter med flydende kvælstof, hvor der gradvist tilsættes buffer. Dette gøres indtil  
substansen er ensartet og halvflydende. 
• Centrifugering: 
1x 5 min på 5000G (Supernatanten fratages og centrifugeres igen) 
1x 15 min på 2000G 
• Supernatanten markeres og fryses ved -80 grader. 
 
20/3 – 2007: 
Dyrkning af A. salina-æg: 
Tørrede Artemia salina-æg tilsættes til ca. 3 liter autoklaveret saltvand (30ppt) ved 20 °C og vandet gennemiltes 
konstant med en akvariepumpe. Der udtages æg efter 2, 4, 6 og 8 timer. Disse centrifugeres og supernatanten 
fryses ned. 
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22/3 – 2007: 
Homogenisering af A. salina-æg til 2, 4, 6 og 8 timer. 
 
Homogeniseringsbuffer til10 ml: 
20 mM K-Phosphat pH 7.5:  200µl 
5 mM DTT   50 µl 
50 mM NaF   100µl 
5 mM Benzamidine   50 µl 
0.5 mM PMSF   100 µl 
50 mM E-aminocapronsyre  500 µl 
0.1% triton (husk at bruge tritonspids)  33 µl 
Sucrose    0.856g 
 
Fremgangsmåde for homogenisering: 
• Vi maser æggene i en morter med flydende kvælstof, hvor der gradvist tilsættes buffer. Dette gøres indtil 
substansen er ensartet og halvflydende.  
• Centrifugering: 
1x 5 min på 5000G (Supernatanten fratages og centrifugeres igen) 
1x 15 min på 2000G 
• Supernatanten markeres og fryses ved -80 grader. 
 
28/3 – 2007: 
Radio-assay på homogeniseret, tørrede A. salina-æg. 
Assay design: 10 ml enzym + 40 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  60 
BSA:   2.5  30 
NaF:   1  12 
CHAPS:   1  12 
3H- 500 µM 1.8 Ci/mmol: 1  12 
H2O:   29.5  354 
 
ml i alt:   40  480 
 
Der laves følgende fortyndinger af enzymet med enzymfortyndingsbuffer (se opskrift nedenfor): 1/1, 1/10, 
1/100, 1/1000, 1/10.000 
 
Enzymfortyndingsbuffer (opskrift til 50 ml): 
• 2.5 ml 1M Tris pH 7.5 (50mM) 
• 50 µl (0.1M) CHAPS (1mM) 
• 2.5 ml 60 mg/ml BSA (3mg/ml) 
• 250 µl 1M MgCl2 (5mM) 
• 44.7 ml H2O 
 
Der laves desuden dobbeltbestemmelser, derfor kommes hver fortynding i 2 reagensglas således: 
 
Glas Fortyndinger 
1 1/1 
2 1/1 
3 1/10 
4 1/10 
5 1/100 
6 1/100 
7 1/1000 
8 1/1000 
9 1/10.000 
10 1/10.000 
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Tidsprøver: 40 ml assaymix tilsættes til fortyndingerne til tiden 0, med 30 sekunders interval. Derefter sættes de 
på vandbad (37°C). Herefter udtages 10 µl fra hvert glas og afsættes på filterpapir, med 30 sekunders interval, til 
tiderne 5, 10, 15 og 20 minutter. 
 
 Glas 
1 
Glas 
2 
Glas 
3 
Glas 
4 
Glas 
5 
Glas 
6 
Glas 7 Glas 8 Glas 9 Glas 10 Standarder 
5 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
10 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
15 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
20 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
 
 
Standarder:  
 Glas 1 v. 5 min 
 Glas 3 v. 10 min 
 Glas 8 v. 15 min 
 Glas 10 v. 15 min 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, derefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
29/3 – 2007:  
Radio-assay for A. salina 2t. 
Assay design: 10 ml enzym + 40 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  60 
BSA:   2.5  30 
NaF:   1  12 
CHAPS:   1  12 
3H- 500 µM 1.8 Ci/mmol: 1  12 
H2O:   29.5  354 
 
ml i alt:   40  480 
 
Der laves følgende fortyndinger af enzymet med enzymfortyndingsbuffer: 1/1, 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000 
 
Der laves desuden dobbeltbestemmelser, derfor kommes hver fortynding i 2 reagensglas således: 
 
Glas Fortyndinger 
1 1/1 
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2 1/1 
3 1/10 
4 1/10 
5 1/100 
6 1/100 
7 1/1000 
8 1/1000 
9 1/10.000 
10 1/10.000 
 
Tidsprøver: 40 ml assay-mix tilsættes til fortyndingerne til tiden 0, med 30 sekunders interval. Derefter sættes de 
på vandbad (37°C). Herefter udtages 10 µl fra hvert glas og afsættes på filterpapir, med 30 sekunders interval, til 
tiderne 5, 10, 15 og 20 minutter. 
 
 Glas 
1 
Glas 
2 
Glas 
3 
Glas 
4 
Glas 
5 
Glas 
6 
Glas 7 Glas 8 Glas 9 Glas 10 Standarder 
5 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
10 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
15 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
20 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
 
 
Standarder:  
 Glas 1 v. 5 min 
 Glas 3 v. 10 min 
 Glas 8 v. 15 min 
 Glas 10 v. 15 min 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
10/4 – 2007: 
Radio-assay for A. salina 6t. 
Assay design: 10 ml enzym + 40 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  60 
BSA:   2.5  30 
NaF:   1  12 
CHAPS:   1  12 
3H- 500 µM 1.8 Ci/mmol: 1  12 
H2O:   29.5  354 
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ml i alt:   40  480 
 
Der laves følgende fortyndinger af enzymet med enzymfortyndingsbuffer: 1/1, 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000 
 
Der laves desuden dobbeltbestemmelser, derfor kommes hver fortynding i 2 reagensglas således: 
 
Glas Fortyndinger 
1 1/1 
2 1/1 
3 1/10 
4 1/10 
5 1/100 
6 1/100 
7 1/1000 
8 1/1000 
9 1/10.000 
10 1/10.000 
 
Tidsprøver: 40 ml assay-mix tilsættes til fortyndingerne til tiden 0, med 30 sekunders interval. Derefter sættes de 
på vandbad (37°C). Herefter udtages 10 µl fra hvert glas og afsættes på filterpapir, med 30 sekunders interval, til 
tiderne 5, 10, 15 og 20 minutter. 
 
 Glas 
1 
Glas 
2 
Glas 
3 
Glas 
4 
Glas 
5 
Glas 
6 
Glas 7 Glas 8 Glas 9 Glas 10 Standarder 
5 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
10 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
15 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
20 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
 
 
Standarder:  
 Glas 1 v. 5 min 
 Glas 3 v. 10 min 
 Glas 8 v. 15 min 
 Glas 10 v. 15 min 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
12/4 – 2007: 
Radio-assay for A. salina 8t. 
RUC - 4.-semesterprojekt             
Gruppe 4 - Vejleder Birgitte Munch-Petersen  
 
 
               
 
Side 65 af 83 
 
Assay design: 10 ml enzym + 40 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  60 
BSA:   2.5  30 
NaF:   1  12 
CHAPS:   1  12 
3H- 500 µM 1.8 Ci/mmol: 1  12 
H2O:   29.5  354 
 
ml i alt:   40  480 
 
Der laves følgende fortyndinger af enzymet med enzymfortyndingsbuffer: 1/1, 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10.000 
 
Der laves desuden dobbeltbestemmelser, derfor kommes hver fortynding i 2 reagensglas således: 
 
Glas Fortyndinger 
1 1/1 
2 1/1 
3 1/10 
4 1/10 
5 1/100 
6 1/100 
7 1/1000 
8 1/1000 
9 1/10.000 
10 1/10.000 
 
Tidsprøver: 40 ml assay-mix tilsættes til fortyndingerne til tiden 0, med 30 sekunders interval. Derefter sættes de 
på vandbad (37°C). Herefter udtages 10 µl fra hvert glas og afsættes på filterpapir, med 30 sekunders interval, til 
tiderne 5, 10, 15 og 20 minutter. 
 
 Glas 
1 
Glas 
2 
Glas 
3 
Glas 
4 
Glas 
5 
Glas 
6 
Glas 7 Glas 8 Glas 9 Glas 10 standarder 
5 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
10 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
15 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
20 
min 
1/1 1/1 1/10 1/10 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10.000 1/10.000 Udvælges 
og skrives 
ned 
 
 
Standarder:  
 Glas 1 v. 5 min 
 Glas 3 v. 10 min 
 Glas 8 v. 15 min 
 Glas 10 v. 15 min 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
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Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
 
17/4 – 2007: 
Dyrkning af A. salina-æg. 
Afkapslede A. salina-æg tilsættes til ca. 3 liter autoklaveret saltvand (30ppt) ved 20 °C og vandet gennemiltes 
konstant med en akvariepumpe. 
Der udtages æg efter 8, 12, 17 og 24 timer. Disse centrifugeres og supernatanten fryses ned. 
 
18/4 – 2007: 
Homogenisering af A. salina-æg ved 17 timer. 
Prøven udtages og vandet centrifugeres fra (5000G i 5 minutter). Derefter laves en homogenisering. 
 
Homogenisering: 
Derefter laves en buffer ud fra følgende opskrift: 
 
Homogeniseringsbuffer til 10 ml: 
20 mM K-Phosphat pH 7.5:  200µl 
5 mM DTT   50 µl 
50 mM NaF   100µl 
5 mM Benzamidine   50 µl 
0.5 mM PMSF   100 µl 
50 mM E-aminocapronsyre  500 µl 
0.1% triton (husk at bruge tritonspids)  33 µl 
Sucrose    0.856g 
 
Fremgangsmåde for homogenisering: 
• Vi maser æggene i en morter med flydende kvælstof, hvor der gradvist tilsættes buffer. Dette gøres indtil 
substansen er ensartet og halvflydende.  
• Centrifugering: 
1x 5 min på 5000G (Supernatanten fratages og centrifugeres igen) 
1x 15 min på 2000G 
• Supernatanten markeres og fryses ved -80 grader. 
 
19/4 – 2007: 
Radio-assay for 17t A. salina-æg. 
Assay design: 25 ml enzym + 25 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  10 
BSA:   2.5  5 
NaF:   1  2 
CHAPS:   1  2 
3H- 250 µM 3.6 Ci/mmol: 2  4 
H2O:   13.5  27 
ml i alt:   25  50 
 
OBS! Der laves ingen fortyndinger! 
 
Vi laver dobbeltbestemmelser for en sikkerheds skyld. Derfor skal der 25 µl i 2 forskellige rør (enzym). 
1/1 enzym m. 25µl enzym i hvert reagensglas. 
Assay-mix: der laves til 2 ekstra, dvs. 100µl i alt. 
 
Glas 1: 1A 1B 1C 1D  4 standarder udtages tilfældigt og noteres. 
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Glas 2: 2A 2B 2C 2D 
 
Tidsprøver: 
Da vi ikke har nogle fortyndinger vælger vi i stedet tidsprøver v. 3.30 – 7 – 10.30 – 14 min, 
 
Glas 1 til tiden 0:  3.30 – 7 – 10.30 – 14 
Glas 2 til tiden 30 sek: 4 – 7.30 – 11 – 14.30 
 
Standarder:  
 2x rør 1 (1,2) 
 2x rør 2 (3,4) 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
24/4 – 2007: 
Dyrkning af A. salina-æg. 
Vandbadet sættes til 35ºC og en flaske med autoklaveret vand sættes i. 
A. salina-æg sættes i autoklaveret, demineraliseret ferskvand i 10 minutter. 
Herefter overflyttes æggene og ferskvand i saltvandsflasken. 
 
Æg sat over d. 24/4 – 2007 kl. 9.00 (glas 1) 
Æg sat over d. 24/4 – 2007 kl. 16.30 (glas 2) 
 
Kl. 16.30 taget prøve ud ≈ 8t. (reelt 7.5 t.) 
 
25/4 – 2007: 
Homogenisering af A. salina-æg og Homarus gammarus æg. 
Prøver fra A. salina taget kl. 9.00: 16 og 24 timer (NB nogle æg var klækkede). 
8, 16 og 24 timers prøver er homogeniseret. 
 
Hummeræg: 
Renset i autoklaveret havvand. 
Æg i alt 68.35 + 53.79 = 122.14 g (dog med lidt vand ved). 
Buffer 10.0 ml. 
Sat i fryseren mærket med H. 
 
Prøve taget A. salina kl. 13.00: 20 timer. 
  15.30: 32 timer. 
Er uhomogeniseret i fryser. 
 
26/4 – 2007: 
Radio-assay for 8t og 16t A. salina-æg. 
Assay-design: 25 ml enzym + 25 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  30 
BSA:   2.5  15 
NaF:   1  6 
CHAPS:   1  6 
3H- 250 µM 3.6 Ci/mmol: 2  12 
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H2O:   13.5  81 
 
ml i alt:   25  150 
 
Vi laver dobbeltbestemmelser for hver tidsprøve og der laves assay-mix til 2 ekstra. 
Vi laver ingen fortyndinger, derfor: 
1/1 enzym m. 25µl enzym i hvert reagensglas og assay-mix, der laves til 2 ekstra, dvs. 150µl i alt. 
 
8 t:     16t: 
Glas 1: 1A 1B 1C 1D   Glas 1: 1A 1B 1C 1D 
  
Glas 2: 2A 2B 2C 2D   Glas 2: 2A 2B 2C 2D 
 
4 standarder udtages tilfældigt og noteres. 
Assay-mix tjek – husk vandet først! 
 
Tidsprøver: 
Da vi ikke har nogle fortyndinger vælger vi i stedet tidsprøver v. 2 – 4 – 6 – 8 min, 
 
8t: Glas 1 til tiden 0:  2 – 4 – 6 – 8  standard x 
Glas 2 til tiden 30 sek: 2.30 – 4.30 – 6.30 – 8.30 standard  
 
16t: Glas 1 til tiden 0:  2 – 4 – 6 – 8  standard 
Glas 2 til tiden 30 sek: 2.30 – 4.30 – 6.30 – 8.30 standard x 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
27/4 – 2007: 
Radio-assay for 8t, 16t og 24t A. salina-æg. 
Assay-design: 25 ml enzym + 25 ml assay-mix. Assay-mix til 10 assays. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  50 
BSA:   2.5  25 
NaF:   1  10 
CHAPS:   1  10 
3H- 250 µM 3.6 Ci/mmol: 2  20 
H2O:   13.5  135 
 
ml i alt:   25  250 
 
Vi laver dobbeltbestemmelser for hver tidsprøve og der laves assay-mix til 2 ekstra. 
Vi laver ingen fortyndinger, derfor: 
1/1 enzym m. 25µl enzym i hvert reagensglas og assay-mix, der laves til 2 ekstra, dvs. 250µl i alt. 
 
8 t:   16t:  24t: 
Glas 1: 1A 1B 1C 1D Glas 1: 1A 1B 1C 1D Glas 1: 1A 1B 1C 1D 
Glas 2: 2A 2B 2C 2D Glas 2: 2A 2B 2C 2D Glas 2: 2A 2B 2C 2D 
 
4 standarder udtages tilfældigt og noteres. 
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NB: 10 µl på hvert filter og 5 µl på standarder! 
 
Tidsprøver: 
Da vi ikke har nogle fortyndinger vælger vi i stedet tidsprøver v. 2 – 4 – 6 – 8 min, 
 
8t: Glas 1 til tiden 0:  2 – 4 – 6 – 8  standard x 
Glas 2 til tiden 30 sek: 2.30 – 4.30 – 6.30 – 8.30 standard  
 
16t: Glas 1 til tiden 0:  2 – 4 – 6 – 8  standard 
Glas 2 til tiden 30 sek: 2.30 – 4.30 – 6.30 – 8.30 standard x 
 
24t: Glas 1 til tiden 0:  2 – 4 – 6 – 8  standard 
Glas 2 til tiden 30 sek: 2.30 – 4.30 – 6.30 – 8.30 standard x 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
30/4 – 2007: 
Radio-assay for 16t og 24t A. salina-æg. 
Assay-design: 25 ml enzym + 25 ml assay-mix. Assay-mix til 10 assays. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  50 
BSA:   2.5  25 
NaF:   1  10 
CHAPS:   1  10 
3H- 250 µM 3.6 Ci/mmol: 2  20 
H2O:   13.5  135 
 
ml i alt:   25  250 
 
Vi laver ingen fortyndinger, derfor: 
1/1 enzym m. 25µl enzym i hvert reagensglas og assay-mix, der laves til 2 ekstra, dvs. 250µl i alt. 
 
16t:    24t: 
Glas 1: 1A 1B 1C 1D  Glas 1: 1A 1B 1C 1D 
Glas 2: 2A 2B 2C 2D  Glas 2: 2A 2B 2C 2D 
 
4 standarder udtages tilfældigt og noteres. 
NB: 10 µl på hvert filter og 5 µl på standarder! 
 
Tidsprøver: 
Da vi ikke har nogle fortyndinger vælger vi i stedet tidsprøver v. 3 – 7 – 11 – 15 min, 
 
16t: Glas 1 til tiden 0:  3 – 7 – 11 – 15  standard 16t1 
Glas 2 til tiden 30 sek: 3.30 – 7.30 – 11.30 – 15.30 standard 16t2 
 
24t: Glas 1 til tiden 1:   4 – 8 – 12 – 16  standard 24t1 
Glas 2 til tiden 1.30 sek:4.30 – 8.30 – 12.30 – 16.30 standard 24t2 
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Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
1/5 – 2007: 
Yderlig homogenisering af hummeræg. 
Tilsætning af buffer +1.5 ml og +2 ml, efter tidligere opskrift. Hummeræg-supernatant ligger i fryseren. 
 
Radio-assay for hummeræg med +1.5 ml buffer og +2 ml buffer. 
Assay design: 25 ml enzym + 25 ml assay-mix. 
 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  50 
BSA:   2.5  25 
NaF:   1  10 
CHAPS:   1  10 
3H- 250 µM 3.6 Ci/mmol: 2  20 
H2O:   13.5  135 
 
ml i alt:   25  250 
 
10 µl per filtre og 5 µl per standard. 
     
Glas 1: S1, 1A-D for +1.5 ml buffer.    
Glas 2: S2, 2A-D for +1.5 ml buffer.   
Glas 3: S3, 3A-D for +2 ml buffer. 
Glas 4: S4, 4A-D for +2 ml buffer. 
 
Tidsprøver v. 0 – 4 – 8 – 12 – 16, med 30 sek. intervaller. 
 
Glas 1 til tiden 0:  4 – 8 – 12 – 16  
Glas 2 til tiden 30 sek: 4.30 – 8.30 – 12.30 – 16.30 
Glas 3 til tiden 1 min:  5 – 9 – 13 – 17 
Glas 4 til tiden 1.30 min: 5.30 – 9.30 – 13.30 – 17.30 
 
4 standarder udtages, en fra hver prøve og noteres. 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
2/5 – 2007: 
Dyrkning af A. salina-æg. 
Vandbadet indstilles på 35°C. 
Æggene puttes i supervand (autoklaveret, ionbyttet), med temp. på 10°C (findes på flaske). 
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Derefter i autoklaveret saltvand på det varme vandbad. 
 
Hummer-assay fra den 1/5 sættes i counteren.  
 
• A. salina-æg udtages efter 1t(mærkes A2-5, 1t) og prøven fryses.  
• A. salina-æg udtages efter 2t(mærkes A2-5, 2t) og prøven fryses. 
• A. salina-æg udtages efter 3t(mærkes A2-5, 3t) og prøven fryses. 
• A. salina-æg udtages efter 4t(mærkes A2-5, 4t) og prøven fryses. 
• A. salina-æg udtages efter 5t(mærkes A2-5, 5t) og prøven fryses. 
• A. salina-æg udtages efter 6t(mærkes A2-5, 6t) og prøven fryses. 
• A. salina-æg udtages efter 6t, 45min.(mærkes A2-5, 7t) og prøven fryses. 
 
3/5 – 2007: 
Homogenisering af A. salina-æg 1t, 3t, 5t, 7t + 2t, 4t, 6t 
 
Homogenisering: 
Derefter laves en buffer ud fra følgende opskrift: 
 
Homogeniseringsbuffer til 100 ml: 
20 mM K-Phosphat pH 7.5:  2000µl 
5 mM DTT   500 µl 
50 mM NaF   1000µl 
5 mM Benzamidine   500 µl 
0.5 mM PMSF   1000 µl 
50 mM E-aminocapronsyre  5000 µl 
0.1% triton (husk at bruge tritonspids)  330 µl 
Sucrose    8.56g 
 
Fremgangsmåde for homogenisering: 
• Vi maser æggene i en morter med flydende kvælstof, hvor der gradvist tilsættes buffer (100 µl til hver). 
Dette 
gøres indtil substansen er ensartet og halvflydende.  
• Centrifugering: 
1x 5 min på 5000G (Supernatanten fratages og centrifugeres igen) 
1x 15 min på 2000G 
• Supernatanten markeres og fryses ved -80 grader. 
 
4/5 – 2007: 
Hæmmerforsøg, DmdNK∆20 CiIII 17/5-05 
 
Assay-design: 15 µl DmdNK c20, fortyndes 100.000x  + 15 µl varierende prøve (buffer, hummer og A. salina 
tidsprøver) 
    
Assay-mix til 16 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  80 
BSA:   2.5  40 
NaF:   1  16 
CHAPS:   1  16 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  16 
H2O:   19.5  312 
 
ml i alt:   30  480 
 
Enzymfortyndingsbuffer (opskrift til 50 ml): 
• 2.5 ml 1M Tris pH 7.5 (50mM) 
• 50 µl (0.1M) CHAPS (1mM) 
• 2.5 ml 60 mg/ml BSA (3mg/ml) 
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• 250 µl 1M MgCl2 (5mM) 
• 44.7 ml H2O 
 
Enzymfortyndingsbuffer (opskrift til 25 ml): 
• 1.25 ml 1M Tris pH 7.5 (50mM) 
• 25 µl (0.1M) CHAPS (1mM) 
• 1.25 ml 60 mg/ml BSA (3mg/ml) 
• 125 µl 1M MgCl2 (5mM) 
• 22.35 ml H2O 
 
Fortynding af DmdNK c20: 
DmdNK c20 fortyndes 100.000 gange. Fortynd i eppendorfrør. 
5 µl enzym + enzymfortyndingsbuffer til 500 µl (fortyndet 100 gange, markeret med 100x) 
Udtager 10 µl (1/100) + enzymfortyndingsbuffer til 1000 µl (fortyndet 10/100.000). 
Udtager 10 µl og fylder enzymfortyndingsbuffer til 100 µl = 1/100.000. 
 
Herefter laves en homogeniseringsbuffer. 
 
Assay: 
Glas 1+2: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl enzymfortyndingsbuffer. 
Glas 3+4: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl homogeniseringsbuffer. 
Glas 5+6: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 1t A. salina. 
Glas 7+8: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 5t A. salina. 
Glas 9+10: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 16t A. salina. 
Glas 11+12: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl hummerenzym. 
 
10 µl på hvert filter og 5 µl på standarder! 
 
Klar til tidsprøver v. 0 – 4 – 8 – 12 – 16 min, tidsinterval på 20 sek. 
 
Glas 1 til tiden 0:  4 – 8 – 12 – 16  1A-D 
Glas 2 til tiden 0.20 min: 4.20 – 8.20 – 12.20 – 16.20 2A-D 
 
Glas 3 til tiden 0.40 min:  4.40 – 8.40 – 12.40 – 16.40 3A-D 
Glas 4 til tiden 1 min: 5 – 9 – 13 – 17  4A-D 
 
Glas 5 til tiden 1.20 min:  5.20 – 9.20 – 13.20 – 17.20 5A-D 
Glas 6 til tiden 1.40 min: 5.40 – 9.40 – 13.40 – 17.40 6A-D
 
 
Glas 7 til tiden 2 min:  6 – 10 – 14 – 18 7A-D 
Glas 8 til tiden 2.20 min: 6.20 – 10.20 – 14.20 – 18.20 8A-D 
 
Glas 9 til tiden 2.40 min:  6.40 – 10.40 – 14.40 – 18.40 9A-D 
Glas 10 til tiden 3 min: 7 – 11 – 15 – 19 10A-D 
 
Glas 11 til tiden 3.20 min:  7.20 – 11.20 – 15.20 – 19.20 11A-D 
Glas 12 til tiden 3.40 min: 7.40 – 11.40 – 15.40 – 19.40 12A-D 
 
Standarder udtages tilfældigt og noteres. 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
400 ml TK-væske i 2 gange 5 min. 
400 ml vand i 5 min. 
 
Herefter tages filterpapirerne op og kommes i scintilationsrør, herefter tilsættes: 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør og disse omrøres på rystebord i ca. 30 min. 
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Derefter kommes 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør og låget sættes på. Herefter vendes de 10 gange og kommes 
i counteren. 
 
8/5 – 2007: 
Afsaltning. 
SMS: 
• 10% streptonycinsulfat. 
Der laves 5 ml: 0.54g SMS + 5.5 ml vand 
Beregning: 
Pr. 100 ml homogenat skal bruges 7.5 ml 10% SMS, dvs. pr 1 ml skal bruges 0.075 ml. 
Derefter måles hvor meget homogenat vi har: 13 ml homogenat. Vi skal derfor hælde 13x 0.075 ml = 
0.975 ml i over 10 minutter. 
• Omrøres i 20 min. 
• Centrifuges ved 8000RPM i 20 min, 4EC. Ca. 8000G. 
2 rør m/ 4ml, placering 1+4 
2 rør m/ 3.75 ml, placering 3+6 
2.2 supernatanten hældes i bægerglas uden bundfald. 
AMS: 
• Fældes m/ AMS til 20% ifølge skema: 
110g/l, dvs. 0.11 g/ml. 
Vi måler supernatanten: 14.8 ml, dvs. vi skal have 1.628 g ammoniumsulfat. 
Afvejes i bluecaprør og hældes i lidt pr. min. 
• Fældes m/ AMS til 60% ifølge skema: 
300g/l, dvs. 0.3 g/ml. 
Vi måler supernatanten: 13.8 ml, dvs. vi skal have 4.14g g ammoniumsulfat. 
• Herefter centrifugering i 4 rør. Supernatanten tages fra og denne mærkes. 
 
NOTE: Prøven var ubrugelig. Det blev til en viskøs masse. For fremtiden fravælges afsaltning mht. hummeræg. 
 
9/5 – 2007: 
Yderlig homogenisering af hummeræg. 
 
DEAE ionbytningskromatografi. 
• Der laves buffer til DEAE. 
Buffer 4A: 
Slutkoncentration: 20mM Tris-HCl pH 7.5 
5mM MgCl2 
10% Glycerol 
2mM DTT 
• Vi laver 1 liter: (ønsket konc./stock konc.) * ml 
Dvs. 20ml Tris-HCl pH 7.5, 5ml MgCl2, 100ml Glycerol (87%) dvs. endelig konc. 8.7%, 2ml DTT og vand 
til 1 liter. 
+ 3.333 ml triton (30%) slutkonc. På 0.1%. Sættes på magnetomrører i køleskabet. 
 
DEAE søjle. 
Vol: 50 ml. 
Søjlemateriale (DEAE), ved pH 2-9 er den positiv. 
Søjlen kan binde ca. 4mg/ml (i teorien kan den binde 10mg/ml). 
 
• Forberedelse af søjlen. 
 
• Vi måler ionstyrken: 
I buffer er den 6.1 
I prøven er den 40 
Vi fortynder prøven med en buffer (vi laver denne) 20ml i. 
4.2a) Bufferen laves: 10% glycerol + 2mM DTT. 
Vi laver 20 ml, dvs. 40 µl DTT i 2ml glycerol og vand til 20 ml. 
Prøvens ionstyrke måles igen og denne gang er den 25. 
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Vi laver 10 ml mere af bufferen: 20 µl DTT, 1 ml glycerol og vand i til 10 ml. 
Ionstyrken måles igen: 21 (Nu er den næsten nede under 20, som er det tilladte. Der må ikke fortyndes for 
meget). 
 
Prøven: Totalvolumen = 47ml. 
 
• Forsøget: 
Prøven sættes på ionbytte-søjlen. 
Det løber igennem søjlen, nedenunder er et bluecaprør placeret, så det opsamler z-fraktionen. 
Røret er markeret. 
 
Der opsamles det samme volumen i z-fraktionen, som der kommes i søjlen. 
 
• Mens dette løber igennem søjlen, måler vi protein. 
Fortyndinger: 
10x (udtager 5 µl prøve + 45 µl vand) 
100x (udtager 5 µl prøve + 45 µl vand) 
4000x (udtager 10 µl prøve + 390 µl vand) 
400x (udtager 30 µl prøve100x + 90 µl vand) 
200x (udtager 75 µl prøve100x + 75 µl vand) 
 
For at måle proteinindhold hældes 100 µl fortynding i en kuvette, samt 900 µl Bradford. 
 
• Der laves 500x fortynding på følgende måde: 
500x: 20 µl (100x fortynding) + 80 µl vand. 
 
Vi måler protein i spektofometer: A= 0.561, dvs. 114.4 µg/ml i 500x fortynding. 
114.4 µg/ml * 500x = 7.200 µg/ml. 
(7.2 *22)/1000 = 0.1584g. 
 
• Vpåsat prøve: Startede m/ 47 ml prøve, der er 25 ml tilbage, dvs. vi har påsat 47-25= 22ml. 
 
Der fjernes den øverste prøve fra DEAE-søjlen. Der sættes buffer på m/ slange. 
 
• Der udtages fraktioner (vask) m/ 10 ml i hver. Bluecaprørene markeres. Der udtages 0.5 ml af hver og det 
kommes i et eppendorfrør. 
 
Når det er løbet igennem, 12x10 ml, lader vi buffer løbe igennem søjlen og lader den stå til næste dag 
 
11/5 – 2007: 
Måling af ionstyrke (KCl) på vores buffer. 
 
Opskrift på buffer: 
Gradientbuffer uden KCl: 
20mM Tris-HCl pH 8 (20°C) 
5mM MgCl2 
10% Glycerol 
2mM DTT 
 
Gradientbuffer med KCl: 
20mM Tris-HCl pH 8 (20°C) 
5mM MgCl2 
10% Glycerol 
2mM DTT 
0.5 M KCl 
 
Beregn til 500ml: 
10 ml Tris-HCl pH 8 (1M – pH 8) 
2.5 ml MgCl2 (1M) 
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50 ml Glycerol (87% ≈ 100%) 
1 ml DTT (1M) 
+ fyld op med vand til 250 ml. (Gradientbuffer uden KCl) 
+ 62.5ml KCl (2M) og fyld op med vand til 250 ml. (Gradientbuffer med KCl) 
 
Prøver: DEAE Hummer 
Ledningsevne: 
#1: 5.8 
#2: 5.9 
#3: 11.0 
#4: 16.0 
#5: 25.0 
#6: 22.0 
#7: 36.0 
#8: 45.0 
#9: 46.0 
#10: 48.0 
#11: 54.0 
#12: 60.0 
#13: 64.0 
#14: 60.0 
#15: 67.0 
#16: 72.0 
#17: 78.0 
#18: 84.0 
#19: 96.0 
#20: 98.0 
#21: 101.0 
#22: 107.0 
#23: 91.0 
#24: 114.0 (Kun 17 ml) 
 
Prøver fra 9/5: DEAE Hummer - vask 
Ledningsevne: 
Frak. 1: 7.4 
Frak. 2: 10.2 
Frak. 3: 20.5 
Frak. 4: 19.5 
Frak. 5: 7.6 
Frak. 6: 5.6 
Frak. 7: 5.3 
Frak. 8: 5.3 
Frak. 9: 5.1 
Frak. 10: 4.8 
Frak. 11: 5.6 
Frak. 12: 5.9 
Frak. 13: 5.2 
 
Input: 19.0 
 
17/5 – 2007: 
”1/2 assay” til søjle-fraktioner. 
DEAE Hummer 
Assay-design: 10 µl enzym + 15 µl assay-mix. 
 
Assay-mix til 38 + 6 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  2.5  110 
BSA:   1.25  55 
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NaF:   0.5  22 
CHAPS:   0.5  22 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  44 
H2O:   9.25  407 
 
ml i alt:   15  660 
 
Filterpapirer markeres med 1-38 + standarder. 
Reagensglas markeres med 1-38. 
Glas 1-13 er fraktioner fra vask. Glas 14 er input fra vask. Glas 15-38 er fraktioner.  
 
2 assays køres: et for glas 1-14 og et for glas 15-38. 
Prøver: 10 µl, standarder: 5 µl. 
 
Tid mellem hver prøve: 20 sek. 
Kun 1 tidsprøve (15 min.) 
 
Der laves standarder (glas 1-14): 
S1* fra glas 1 
S2* fra glas 7 
S3* fra glas 13 
S4* fra glas 14 
 
Der laves standarder (glas 15-38): 
S1 fra glas 15 
S2 fra glas 20 
S3 fra glas 25 
S4 fra glas 38 
 
Glas 4 blev lidt usikker. 
Assay 1 (glas 1-14) blev vasket for længe med TK-væske. 
 
18/5 – 2007: 
Hæmmerforsøg, DmdNK∆20 CiIII 17/5-05 
 
Assay-design: 15 µl DmdNK c20, fortyndes 100.000x + 15 µl varierende prøve (buffer, hummer og A. salina 
tidsprøver) 
    
Assay-mix til 20 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  100 
BSA:   2.5  50 
NaF:   1  20 
CHAPS:   1  20 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  20 
H2O:   19.5  390 
 
ml i alt:   30  600 
 
Enzymfortyndingsbuffer (opskrift til 50 ml): 
• 2.5 ml 1M Tris pH 7.5 (50mM) 
• 50 µl (0.1M) CHAPS (1mM) 
• 2.5 ml 60 mg/ml BSA (3mg/ml) 
• 250 µl 1M MgCl2 (5mM) 
• 44.7 ml H2O 
 
Fortynding af DmdNK c20: 
DmdNK c20 fortyndes 100.000 gange. Fortynd i eppendorfrør. 
5 µl enzym + enzymfortyndingsbuffer til 500 µl (fortyndet 100 gange, markeret med 100x) 
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Udtager 10 µl (1/100) + enzymfortyndingsbuffer til 1000 µl (fortyndet 10/100.000). 
Udtager 10 µl og fylder enzymfortyndingsbuffer til 100 µl = 1/100.000. 
 
Herefter laves en homogeniseringsbuffer. 
 
Assay: 
1+2: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl enzymfortyndingsbuffer. 
3+4: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl homogeniseringsbuffer. 
5+6: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 1t A. salina. 
7+8: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 3t A. salina. 
9+10: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 5t A. salina 
11+12: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 7t A. salina 
13+14: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 16t A. salina. 
15+16: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl hummerenzym. 
 
10 µl på hvert filter og 5 µl på standarder! 
 
Klar til tidsprøver v. 0 – 4 – 8 – 12 min, tidsinterval på 20 sek. Opdelt på to assays. 
 
Glas 1 til tiden: 0 - 4 – 8 – 12  1A-D 
Glas 2 til tiden: 0.20 - 4.20 – 8.20 – 12.20 2A-D 
 
Glas 3 til tiden: 0.40 - 4.40 – 8.40 – 12.40 3A-D 
Glas 4 til tiden: 1 - 5 – 9 – 13  4A-D 
 
Glas 5 til tiden: 1.20 - 5.20 – 9.20 – 13.20 5A-D 
Glas 6 til tiden: 1.40 - 5.40 – 9.40 – 13.40 6A-D
 
 
Glas 7 til tiden: 2 - 6 – 10 – 14  7A-D 
Glas 8 til tiden: 2.20 - 6.20 – 10.20 – 14.20 8A-D 
 
 
Glas 9 til tiden: 0 - 4 – 8 – 12  9A-D 
Glas 10 til tiden: 0.20 - 4.20 – 8.20 – 12.20 10A-D 
 
Glas 11 til tiden: 0.40 - 4.40 – 8.40 – 12.40 11A-D 
Glas 12 til tiden: 1 - 5 – 9 – 13  12A-D 
 
Glas 13 til tiden: 1.20 - 5.20 – 9.20 – 13.20 13A-D 
Glas 14 til tiden: 1.40 - 5.40 – 9.40 – 13.40 14A-D
 
 
Glas 15 til tiden: 2 - 6 – 10 – 14  15A-D 
Glas 16 til tiden: 2.20 - 6.20 – 10.20 – 14.20 16A-D 
 
Standarder udtages i slutningen af assay’et fra hvert glas. 
Standard 3 og 12 er upræcise. 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
Filtrene vaskes med: 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør, på rystebord i ca. 30 min. 
Dobbelt elueringsvæske i tidsprøveassays. 
Derefter (med handsker) 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør. Herefter låg på og i counteren for at blive talt.  
 
21/5 – 2007: 
Hæmmerforsøg, DmdNK∆20 CiIII 17/5-05 
 
Assay-design: 15 µl DmdNK c20, fortyndes 100.000x + 15 µl varierende prøve (buffer, hummer og A. salina 
tidsprøver) 
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Assay-mix til 16 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  80 
BSA:   2.5  40 
NaF:   1  16 
CHAPS:   1  16 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  16 
H2O:   19.5  312 
 
ml i alt:   30  480 
 
Enzymfortyndingsbuffer (opskrift til 50 ml): 
• 2.5 ml 1M Tris pH 7.5 (50mM) 
• 50 µl (0.1M) CHAPS (1mM) 
• 2.5 ml 60 mg/ml BSA (3mg/ml) 
• 250 µl 1M MgCl2 (5mM) 
• 44.7 ml H2O 
 
Fortynding af DmdNK c20: 
DmdNK c20 fortyndes 100.000 gange. Fortynd i eppendorfrør. 
5 µl enzym + enzymfortyndingsbuffer til 500 µl (fortyndet 100 gange, markeret med 100x) 
Udtager 10 µl (1/100) + enzymfortyndingsbuffer til 1000 µl (fortyndet 10/100.000). 
Udtager 10 µl og fylder enzymfortyndingsbuffer til 100 µl = 1/100.000. 
 
Herefter laves en homogeniseringsbuffer. 
 
Assay: 
1+2: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl enzymfortyndingsbuffer. 
3+4: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl homogeniseringsbuffer. 
5+6: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 1t A. salina. 
7+8: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 7t A. salina. 
9+10: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl 16t A. salina. 
11+12: 15 µl DmdNK c20 fort. 100.000x + 15 µl hummerenzym. 
 
10 µl på hvert filter og 5 µl på standarder! 
 
Klar til tidsprøver v. 0 – 4 – 8 – 12 min, tidsinterval på 20 sek. 
 
Glas 1 til tiden: 0 - 4 – 8 – 12 – 16 1A-D 
Glas 2 til tiden: 0.20 - 4.20 – 8.20 – 12.20 2A-D 
 
Glas 3 til tiden: 0.40 - 4.40 – 8.40 – 12.40 3A-D 
Glas 4 til tiden: 1 - 5 – 9 – 13  4A-D 
 
Glas 5 til tiden: 1.20 - 5.20 – 9.20 – 13.20 5A-D 
Glas 6 til tiden: 1.40 - 5.40 – 9.40 – 13.40 6A-D
 
 
Glas 7 til tiden: 2 - 6 – 10 – 14  7A-D 
Glas 8 til tiden: 2.20 - 6.20 – 10.20 – 14.20 8A-D 
 
Glas 9 til tiden: 2.40 - 6.40 – 10.40 – 14.40 9A-D 
Glas 10 til tiden: 3 - 7 – 11 – 15  10A-D 
 
Glas 11 til tiden: 3.20 - 7.20 – 11.20 – 15.20 11A-D 
Glas 12 til tiden: 3.40 - 7.40 – 11.40 – 15.40 12A-D 
 
Standarder udtages i slutningen af assay’et fra hvert glas. 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
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0.5 ml elueringsvæske i alle rør, på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter (med handsker) 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør. Herefter låg på og i counteren for at blive talt.  
 
22/5 – 2007: 
To assays på vask 1-13 + IN og frak #1-24. 
 
Assay-design: 10 µl enzym + 15 µl assay-mix. 
 
Assay-mix til 38 + 6 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  2.5  110 
BSA:   1.25  55 
NaF:   0.5  22 
CHAPS:   0.5  22 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  44 
H2O:   9.25  407 
 
ml i alt:  15  660 
 
Glas markeres som følger: 
Assay 1(vask):  dobbeltbestemmelse for vask 1: 1A og 1B osv. 
  dobbeltbestemmelse for vask 2: 2A og 2B osv. 
 
Assay 2(#):  dobbeltbestemmelse for # 1: #1A og #1B osv. 
  dobbeltbestemmelse for #2: #2A og #2B osv. 
 
Filtrene markeres ligeledes: 1A, 1B, 2A, 2B… 
  #1A, #1B, #2A, #2B… 
 
Standarder for assay 1:  Standarder for assay 2: 
S1: 18B   S1: 12A 
S2: 21B   S1: 9B 
S3: 23B   S1: 13B 
S4: 24B   S1: 1B 
 
Der udtages 10 µl prøve pr. filter, tid: 20 min. Standarder: 5 µl. 
Tid mellem hver prøve: 20 sek. 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør, på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter (med handsker) 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør. Herefter låg på og i counteren for at blive talt. 
 
23/5 – 2007: 
To assays på vask 1-13 + IN og frak #1-24. 
 
Assay-design: 10 µl enzym + 15 µl assay-mix. 
 
Assay-mix til 38 + 6 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  2.5  110 
BSA:   1.25  55 
NaF:   0.5  22 
CHAPS:   0.5  22 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  44 
H2O:   9.25  407 
 
ml i alt:  15  660 
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Glas markeres som følger: 
Assay 1(vask):  dobbeltbestemmelse for vask 1: 1A og 1B osv. 
  dobbeltbestemmelse for vask 2: 2A og 2B osv. 
 
Assay 2(#):  dobbeltbestemmelse for # 1: #1A og #1B osv. 
  dobbeltbestemmelse for #2: #2A og #2B osv. 
 
Filtrene markeres ligeledes: 1A, 1B, 2A, 2B… 
  #1A, #1B, #2A, #2B… 
 
Standarder for assay 1:  Standarder for assay 2: 
S1: 3B   S1: 5B 
S2: 5A   S1: 12A 
S3: 8A   S1: 15B 
S4: 6A   S1: 17A 
 
Der udtages 10 µl prøve pr. filter, tid: 20 min. Standarder: 5 µl. 
Tid mellem hver prøve: 15 sek. 
 
Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør, på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter (med handsker) 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør. Herefter låg på og i counteren for at blive talt. 
 
24/5 – 2007: 
Assay på A. salina-æg til tiden: 1, 3, 5, 7, 16 og 24t. 
 
Assay-design: 25 µl enzym + 25 µl assay-mix. 
 
Assay-mix til 14 assays: 
   µl/prøve  µl i alt 
10x MIX:  5  70 
BSA:   2.5  35 
NaF:   1  14 
CHAPS:   1  14 
3H- Thd 500 µM 1.8 ci/mmol: 1  14 
H2O:   14.5  203 
 
ml i alt:   25  350 
 
Der udtages 10 µl prøve pr. filter. Standarder: 5 µl. 
 
Assay-mix og enzym blandes og sættes på vandbad i 20 minutter. 
Sat over til tiden:  Udtag 1:  Udtag 2: 
1t: 0   20 min.  20 min 10 sek. 
3t: 15 sek.   20 min 10 sek.  20 min 20 sek. 
5t: 30 sek.   20 min 30 sek.  20 min 38 sek. 
7t: 1.15 min.   21 min.  21 min 10 sek. 
16t: 1.45 min.   21 min 35 sek.  21 min 45 sek. 
24t: 2 min.   22 min.  22 min 10 sek. 
 
Standarder: 
S1: 1t 
S2: 5t 
S3: 16t 
S4: 24t 
 
NB! Assayfilter nr. 7t1 blev ramt af en dråbe vand. 
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Vask, husk at standarderne ikke må vaskes! 
 
0.5 ml elueringsvæske i alle rør, på rystebord i ca. 30 min. 
Derefter (med handsker) 2.5 ml scintilationsvæske i alle rør. Herefter låg på og i counteren for at blive talt. 
 
16.3 Resultater 
Hæmmerforsøg d. 15/05-07 
 
DmdNK + 1t. A. salina
y = 2616,4x + 4861,7
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DmdNK + 7t. A. salina
y = 2162,8x + 13457
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DmdNK+ 16t. A. salina
y = 2711x - 559
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D. melanogaster  + H. 
Gammarus
y = 155,38x + 4853,3
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D. melanogaster + H. Gammarus 
("ZOOM")
y = 155,38x + 4853,3
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På graferne for 1 t. A salina 16 t.  A salina og H.gammarus, er den sidste tælling fjernet, dette er gjort fordi 
den var upræcis, og ikke kunne betragtes som en brugbar måling. 
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Rådata  
 
RUN INFORMATION: H. gammarus d 21-05-07     
================      
Counting protocol no: 41                                  
Mon 21-May-2007 17:39      
Name: 3H-BMP      
CPM normalization protocol no: 41      
       
          
COLUMNS:         
========         
SAMPLE POS CPM1   std.  
Unk_1 A01 41554   std.  
Unk_2 A02 44764   std.  
Unk_3 A03 41175   std.  
Unk_4 A04 34997   std.  
Unk_5 A05 45134   std.  
Unk_6 A06 42867   std.  
Unk_7 B01 58130   std.  
Unk_8 B02 44006   std.  
Unk_9 B03 37452   std.  
Unk_10 B04 39025   std.  
Unk_11 B05 39294   std.  
Unk_12 B06 40106   std.  
Unk_13 C01 36856   4 
Unk_14 C02 47211   8 
Unk_15 C03 54080   12 
Unk_16 C04 62774   16 
Unk_17 C05 31772   4 
Unk_18 C06 40593   8 
Unk_19 D01 51580   12 
Unk_20 D02 54525   16 
Unk_21 D03 31670   4 
Unk_22 D04 41282   8 
Unk_23 D05 64737   12 
Unk_24 D06 43051   16 
Unk_25 A01 31753   4 
Unk_26 A02 38129   8 
Unk_27 A03 33400   12 
Unk_28 A04 36898   16 
Unk_29 A05 17232   4 
Unk_30 A06 24243   8 
Unk_31 B01 34951   12 
Unk_32 B02 52051   16 
Unk_33 B03 17377   4 
Unk_34 B04 21693   8 
Unk_35 B05 38308   12 
Unk_36 B06 35389   16 
Unk_37 C01 21117   4 
Unk_38 C02 31360   8 
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Unk_39 C03 41180   12 
Unk_40 C04 46681   16 
Unk_41 C05 19985   4 
Unk_42 C06 20715   8 
Unk_43 D01 42478   12 
Unk_44 D02 50097   16 
Unk_45 D03 11696   4 
Unk_46 D04 18307   8 
Unk_47 D05 33384   12 
Unk_48 D06 31763   16 
Unk_49 A01 10560   4 
Unk_50 A02 17989   8 
Unk_51 A03 17707   12 
Unk_52 A04 23114   16 
Unk_53 A05 5566   4 
Unk_54 A06 5914   8 
Unk_55 B01 6809   12 
Unk_56 B02 6325   16 
Unk_57 B03 4394   4 
Unk_58 B04 4530   8 
Unk_59 B05 5342   12 
Unk_60 B06 5715   16 
 
 
